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Uber den Vitamin D-Gehalt einiger eBbarer Pilze. 


Von 


A. Secheunert, M. Schieblich und J. Reschke. 


(Aus dem Vet.-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Juni 1935.) 


Nachdem Mellanby, Surie und Harrison?) in Champignons 


| (Agaricus s. Psalliota campestris) Vitamin D nicht gefunden hatten, 


war es auffallig, daB wir?) in 4 von uns untersuchten anderen 
Pilzarten antirachitische Wirkung nachweisen konnten. Wir be- 
dienten uns dabei der Diit von Steenbock und Black Nr. 2965 
und verfiitterten 2 g der rohen oder die entsprechende Menge der 
gekochten bzw. konservierten Pilze und stellten nach 30 Tagen 
durch Réntgendiagnose den Erfolg fest. Zur Untersuchung kamen 
Boletus edulis (Steinpilz), Boletus badius (Maronenréhrling), Can- 
tharellus cibarius (Pfifferling) und Helvella esculenta (Lorchel). 
Unsere Untersuchung ging also von der Gesamtpilzsubstanz aus, 
wobei wir auf Grund unserer sehr umfangreichen Erfahrung auf 
diesem Gebiet voraussetzten, daB die in den Pilzen enthaltene 
Phosphorséuremenge so gering sei, daB sie eine Stérung des 
rachitogenen Verhiltnisses in der Versuchskost nicht zu bewirken 
vermichte. Bei weiterer Untersuchung von Agaricus s. Psalliota 
campestris, die wir in gleicher Weise vornahmen, konnten auch 
wir bei Verwendung von 2 g im Gegensatz zu den anderen Pilz- 
arten keine antirachitische Wirksamkeit nachweisen und fanden 
somit das Ergebnis Mellanby’s bestitigt. Zur Erklirung des 
unterschiedlichen Verhaltens von Agaricus s. Psalliota campestris 
konnte nur die Art der Ziichtung dieser Pilze, die bekanntlich 
in dunklen, unterirdischen Riumen erfolgt, herangezogen werden. 
Das, was man von diesen Pilzen auf dem Markt kauft, stammt 
zum weitaus gréBten Teil aus solchen Zuchtbetrieben, und auch 
Mellanby c.s. diirften solche Zuchtpilze in den Hiinden gehabt 
haben, da sie ihr Material im Winter’), wo ein Wachstum der 





1) Biochemic. J. 23, 710 (1929). 
2) A.Scheunert u. J.Reschke, Dtsch.med. Wschr. 1931, 349. 
5) Zit. nach ,,Vitamins“, Medical Research Council, London 1932, 87. 
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Pilze im Freien nicht méglich ist, auf dem Markt erworben hatten, 
In der Pilzzeit kommen auch auf Wiesen, also unter Belichtung 
gewachsene Pilze dieser Art in den freien Handel. Sie werden 
dann meist als ,,Wiesenchampignons“ bezeichnet und zeichnen 
sich durch betrichtlichere GréBe und geédffneten Hut mit dunkel 
gefiirbten Lamellen aus. Man miibte dann, wenn die obige An- 
nahme richtig ware, in diesen Pilzen eine Vitamin D-Wirkung 
nachweisen kénnen. 

Zur Erhirtung unseres Befundes wurden die Untersuchungen 
erneut aufgenommen. Zur Ausschaltung des méglichen Einwandes, 
daB der Phosphorséuregehalt des Gesamtpilzes unsere positiven 
Ergebnisse vorgetaéuscht haben kénnte, wurde nunmehr versucht, 
das Vitamin zu extrahieren. 


Die Pilze wurden fein zerkleinert, mit ausgegliihtem Sand in Mérsern 
fein zerrieben und bei niedriger Temperatur (40—50°) getrocknet. Diese 
Trockenmasse wurde mit Alkohol ausgekocht, hierauf erneut getrocknet und 
im Soxhletapparat zunichst 3 Tage mit Alkohol, dann 3 Tage mit Aceton 
und schlieBlich 3 Tage mit Ather extrahiert. Zwischen den einzelnen Ex- 
traktionen erfolgte stets erneute Trocknung des Riickstandes. Die ge- 
wonnenen Extrakte wurden im Vakuum abdestilliert und vereinigt. Dieses 
Material gelangte dann zur Untersuchung. Von einer Verseifung sahen 
wir im Hinblick auf die sehr geringen Mengen, die zur Verfiigung standen, 
ab. Wir haben, wie weiter unten ausgefiihrt wird, den auch hier noch 
immer méglichen, wenn auch unwahrscheinlichen Einwand, da8B etwa der 
Phosphatidgehalt dieser Extrakte das rachitogene Verhiiltnis der Kost ge- 
stért haben kénnte, auf andere Weise widerlegt. 

Die Untersuchung der Extrakte auf Vitamin D erfolgte nach der von 
uns*) beschriebenen prophylaktischen Methode. Bei dieser Methode wird 
die Mc Collum-Kost Nr. 3143 verwendet. Es kommt bei ihr darauf an, 
diejenige Tagesdosis zu ermitteln, die jeder Ratte tiber 14 Tage verabreicht 
werden mu8, um bei mindestens 8 von 10 Tieren vollkommenen 
Rachitisschutz zu erzielen. Die Diagnose wird nach der Roéntgenaufnahme 
der getéteten Tiere bestimmt. Grenzfille, bei denen die Diagnose fraglich 
ist, werden als rachitisch gewertet. 


Zur Untersuchung gelangten Boletus edulis, Cantharellus 
cibarius, Helvella esculenta und dann Agaricus s. Psalliota cam- 
pestris im Dunkeln gewachsen und die gleiche Pilzart im Freien 
auf Wiesen gewachsen. Das Ergebnis der Untersuchung ist in 
der Tab. 1 zusammengestellt. 

Bei der Staffelung der Dosen gingen wir so vor, daB wir 


die Pilzfrischsubstanzmenge zugrunde legten und Extraktmengen 
verabreichten, die den gestaffelten Frischsubstanzmengen ent- 


4) A.Scheunert u. M. Schieblich, Biochem. Z. 209, 290 (1929). 
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Tabelle 1. 
Tiaglich 2 | Ergebnis 
verabreichte Menge eae Gesuchte 
e | | Grenzdosis 
3 or ‘ 
Pilzart ent- SIS \a\% in 
. a — “ = | 2 | Frischsubstanz 
xtrakt riscn- i) } ‘3 se 
r omit : g & 3 ausgedriickt 
| i 
» g g os < 
Steinpilz 0,16 8 10] 9/1 /| 0 
(Boletus edulis) 0,11 2 10 10 | 0/0 1s 
0,08 1,5 10]10/ 0 | 0 ” 
0,06 1 10] 6| 3/1 
Pfifferling 0,095 3 10] 8! 2/0 
(Chantharellus 0,064 2 10410! 0/0 Ls 
cibarius) 0,048 1,5 10] 8/ 2/0 ” 
0,032 1 10] 6} 1/3 
Lorchel 0,051 | 2 10} 8| 2/0 
(Helvella esculenta)| 0,038 1,5 10{ 8; 1 1 7 
0,026 1 10] 9;0 1 
0,013 0,5 10 ‘ 4/5 
Champignon 0,306 6 10] 9) 1/0 
(Agaricus s. Psal- 0,256 5 10] 7; 2/1 6 
liota campestris) | 0,205 4 10} 6| 4) 0 
imKellergewachsen| 0,15 3 10} 5| 2 | 3 
Champignon 0,039 2 10}10' 0) 0 
(Agaricus s. Psal- | 0,029 1,5 10] 6| 2 | 2 2 
liota campestris) 0,019 1 10] 3) 5| 2 
a.d. Wiese gewachs. | 


sprachen. In der letzten Siule ist dann die Dosis, die unsere 
Versuchsbedingungen erfiillte, verzeichnet. Bemerkt sei noch, dab 
bei jeder Gruppe von 10 Tieren Kontrollen ohne Zulage liefen, 
die in allen Fallen die bei reiner McCollum-Kost auftretende 
sehr starke Rachitis am Schlu8 des Versuchs zeigten. 

Die Ergebnisse, die aus der Tab. 1 und insbesondere dem 
Vergleich der gefundenen Grenzdosen eindeutig hervorgehen, 
geben eine Bestitigung der friiheren, mit qualitativer Methodik 
gewonnenen Befunde. Weiter geben sie aber nicht nur eine Be- 
stiitigung, sondern auch eine Aufklirung iiber die Befunde von 
Mellanby c.s.!) und uns”). Wéahrend bei den anderen Speise- 
pilzen mit einer Extraktmenge, die 1g bzw. 1,5 g Frischpilz 
entsprach, Rachitisschutz nach unserer Methode erzielt werden 
konnte, wurden von im Keller gewachsenen Zuchtchampignons 


zur gleichen Wirkung 6g, also ein Vielfaches bendtigt. Der 
7* 
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Vitamin D-Gehalt der im Dunkeln gewachsenen Zuchtchampignons 
ist also ganz wesentlich niedriger als der der anderen Pilze. Er 
ist so niedrig, daB die damals von uns gewihlte Zulagemenge 
von 2g gar nicht geniigen konnte, um eine Vitamin D-Wirkung 
zu erzielen. Man sieht aber weiter, daB auch Agaricus s. Psalliota 
campestris beim Wachstum im Freien, also unter Belichtung, 
einen héheren Vitamin D-Gehalt aufweist, der allerdings immer 
noch niedriger als der der anderen Pilze ist. Man wird in diesen 
Befunden eine Berechtigung fiir die friiher geiuSerte Ansicht 
finden, daB tatsichlich das Fehlen der Belichtung bei 
den im Dunkeln geziichteten Champignons als Ursache 
des Mangels an betrachtlicheren Mengen von Vitamin D 
angesehen werden muB. 

Wir sind nun auch in der Lage, durch Vergleich mit dem 
internationalen Standardpriparat fiir Vitamin D den Gehalt der 
Pilze in internationalen Einheiten auszudriicken. Zur Zeit der 
Durchfiihrung der Pilzuntersuchungen lag bei gleicher Methodik 
die Schutzdosis des internationalen Standardpriiparates bei 1,25 
internationalen Einheiten. Es entspricht also z. B. die anti- 
rachitische Wirkung von 1,5 g Boletus edulis und von 1 g Hel- 
vella esculenta je 1,25 internationalen Vitamin D-Einheiten. 
Errechnet man hieraus den Gehalt von 1 g Frischpilz an inter- 
nationalen Einheiten, so ergeben sich folgende Werte: 


Boletus edulis (Steinpilz)............ 0,83 internat. Kinheiten 
Cantharellus cibarius (Pfifferling)..... 0,83 - 
Helvella esculenta (Lorchel)......... 1,25 ‘s 


Agaricus s. Psalliota campestris 
(Champignon) im Keller gewachsen. 0,21 


Agaricus s. Psalliota campestris 
(Champignon) auf der Wiese gewachs. 0,63 


Es wirft sich natiirlich die Frage auf, inwieweit andere Pilze 
antirachitische Wirkung auszuiiben vermégen. Wir konnten einen 
gewissen Kinblick dadurch gewinnen, daB uns auf unsere Bitte 
Herr Diplomlandwirt H. Lukacs aus Rohrau (Niederésterreich) 
ein Pilzpulver zur Verfiigung stellte, daB er aus verschiedenen 
getrockneten Pilzen, die zum gréSten Teil nicht als Speisepilze 
verwendet werden, hergestellt und zur Gefliigelfiitterung verwendet 
hatte. Dieses Pilzpulver wurde in gleicher Weise, wie oben ge- 
schildert, der Extraktion unterworfen und untersucht. Es ergab 
sich hierbei das im folgenden tabellarisch mitgeteilte Ergebnis: 
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Verabreichte Menge | Entsprechend A Ergebnis 
an Extrakt Pilzpulver nzahl 3 ee 
der Tiere | ge- | frag- jrachi- 
8 g schiitzt| lich | tisch 
0,066 0,5 10 9 1 | 0 
0,033 0,25 10 ~ , 1.4 











Man sieht, daB auch dieses Pilzpulver, das aus zahlreichen 
verschiedenen Pilzarten zusammengesetzt war, eine deutliche anti- 
rachitische Wirksamkeit aufwies, die sich unter Zugrundelegung 
des durchschnittlichen Trockensubstanzgehaltes von Pilzen fiir 
die Frischpilzmasse etwa in den gleichen Grenzen wie bei Boletus 
edulis und Helvella esculenta bewegte. Es ist danach anzunehmen, 
daB auch andere im Walde gewachsene Pilze eine Vitamin D- 
Wirkung dhnlichen Umfangs zeigen. Der ermittelte Vitamin D- 
Gehalt kann somit als eine allgemeine Higenschaft der 
Pilze angesehen werden. 


Es kénnte gegen diese Ergebnisse, wie schon erwihnt, der Einwand 
erhoben werden, daB der Phosphatidgehalt der Extrakte derart hoch ge- 
wesen sei, daB die rachitogene Wirkung der Kost durch den Phosphor- 
siuregehalt der Zulage gestért und somit das positive Ergebnis vorgetiiuscht 
worden sei. Wir haben, um diesem Einwand zu. begegnen, einige der 
untersuchten Pilzextrakte, von denen etwas gréBere Mengen vorlagen, ver- 
ascht und dann erneut Versuche gleicher Art laufen lassen, bei denen 
statt des Extraktes diese Asche zur Verfiitterung kam. Die Ergebnisse 
finden sich in der folgenden Tab. 2. 























Tabelle 2. 
Tiglich | Ent- Ent- | 5 Ergebnis 
seta sprechend|sprechend|™= | . | 
Pilzart |* +e ogy Extrakt- | Frisch- |S] 3 | 5 
menge menge | substanz 3 3 | “tb rachitisch 
aloleé 
a Th re Te Ee .. oa } 
Boletus | 
edulis. 0,0098 | 0,3 5 4] 0) 0 4 
| (stark rachitisch) 
Helvella 
esculenta | 0,02 0,128 5 570 | 0 5 
(stark rachitisch) 
Helvella 
esculenta | 0,01 0,064 2,5 5] 0 | 0 5 
(stark rachitisch) 























Das Ergebnis zeigt eindeutig, dab der Phosphorsiiuregehalt von 
Extraktmengen, die das Doppelte von dem, was wir als Maximum bei unseren 
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Versuchen verabreicht haben, betrugen, noch lange nicht geniigte, um 
Rachitisschutz durch Stérung des rachitogenen Verhiltnisses zu erzielen, 
oder, mit anderen Worten, daB selbst 5 g Frischsubstanz von Helvella 
esculenta bzw. Boletus edulis keineswegs geniigt hitten, um durch ihren 
Phosphorsiuregehalt das Ergebnis des Versuches zu triiben. Wir haben 
aber, um noch sicherer zu gehen, schlieBlich noch eine Serie von 10 Ratten 
mit einer tiglichen Zugabe von 0,08 g NaH,PO, laufen lassen. Auch diese 
Ratten waren am Schlu8 des Versuches rachitisch. Wir glauben, durch 
diese Kontrollversuche einwandfrei den Nachweis gefiihrt zu haben, dai 
der Aschegehalt oder Phosphatidgehalt der gepriiften Pilzextrakte keines- 
falls das Ergebnis beeinfluBt haben, so daf der Vitamin D-Gehalt der Pilze 
als einwandfrei erwiesen angesehen werden darf. 


Zusammenfassung. 


Im Rattenversuch wird mit quantitativer Methodik nach- 
gewiesen, daB Boletus edulis (Steinpilz), Cantharellus cibarius 
(Pfitterling) und Helvella esculenta (Lorchel) Vitamin D enthalten, 
und zwar besitzt 1 g von Boletus edulis und Cantharellus cibarius 
die Wirksamkeit von 0,83 internationalen Vitamin D-Kinheiten, 
1 g von Helvella esculenta die Wirksamkeit von 1,25 internationalen 
Vitamin D-Kinheiten. Agaricus s. Psalliota campestris, im 
Dunkeln gewachsen, enthalt viel weniger Vitamin D, so daB die 
Wirkung von 1 g Frischmasse nur 0,21 internationalen Vitamin D- 
Einheiten entspricht. Wachsen diese Pilze im Freien, so er- 
héht sich ihre Wirksamkeit auf 0,63 internationale Kinheiten fiir 
1 g Frischsubstanz 

Der Vitamin D-Gehalt kann als aligemeine Eigenschaft der 
Pilze angesehen werden, da auch ein aus zahlreichen verschie- 
denen Pilzarten, die meist nicht gegessen werden, zusammen- 
gesetztes Pilzpulver eine sich in gleichen Grenzen haltende 
Vitamin D-Wirkung aufwies. Der Vitamin D-Gehalt der Pilze 
ist bemerkenswert, weil dieses Vitamin in den sonstigen frischen 
pflanzlichen Nahrungsmitteln nur vereinzelt und dann meist nur 
in Spuren nachgewiesen werden kann. 














C-Vitamin im Gehirn nach verschiedener C-Vitaminzufuhr. 
Von 


Maj Malmberg und Hans y. Euler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1935.) 








Nachdem A. v.Szent Gyérgyi!) die Ascorbinsaure (C- Vitamin) 
in der Nebenniere entdeckt hatte, wurde bei orientierenden Unter- 
suchungen der verschiedenen Organe auf ihren Vitamin C-Gehalt 
(Sv. Kem. Tidskr. 44, 290 (1932)] mittels des Tillmansindicators 
in diesem Institut auch das Gehirn in den Bereich der Messungen 
sezogen. Bei Ratte und Meerschweinchen zeigten sich die an 
Gehirn erhaltenen relativen Titrationswerte erheblich kleiner als 
die an Nebenniere gewonnenen, aber immerhin etwa 3 mal so 
hoch als die Titrationswerte fiir Muskel. Etwa 1 Jahr spiter 
verglichen wir dann die Gehirnsubstanz mehrerer Tiere, wobei 
folgende relative Titrationswerte erhalten wurden’): 


Ee ee a ee 0,2 
as Ge a a a we a a ae & 0,4 
CO ee ee eee 0,32 
0 a ee ee ee 0,36 
Meerschweinchen ....... 0,12—0,15 


Die Ascorbinsiure ist im Gehirn iiberwiegend in der redu- 
zierten Form vorhanden. 

Der Befund, daB der Titrationswert bei Kalb doppelt so 
hoch ist als bei Kuh, entspricht, wie Plaut und Bilow’) in 
einer eingehenden und griindlichen Untersuchung zeigen konnten, 
der allgemeinen Regelmifigkeit, daB der C-Vitamingehalt des 
Gehirnes jugendlicher Tiere bedeutend hdher ist als derjenige 
‘ilterer, ausgewachsener Tiere. Es tritt also hinsichtlich C-Vitamins 
eine ihnliche Abnahme eines Biokatalysators ein, wie wir sie hin- 
sichtlich des A-Vitamins gefunden hatten. 

Nachdem wir den EinfluB der per os eingegebenen Ascorbin- 
siure auf die C-Speicherung in Nebennieren [a.a.O., Diese Z. 217, 





1) Biochemie. J. 22, 1887 (1928); Dtsch. med. Wschr. 1932, Nr. 22. 
2) Euler u. Klussmann, Diese Z. 217, 167 (1933); 219, 215 (1933). 


3) Z. Neur. 152, 84 (1935). 
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167 (1933)], und in den Augenlinsen*) sowie den C-Verlust durch 
Harn®) untersucht haben, schien es uns von besonderem Interesse 
festzustellen, in welcher Weise der Ascorbinsiuregehalt des Ge- 
hirns vom ©-Gehalt der Kost abhingt. 

Unsere Versuchstiere waren Kaninchen und Ratten; man muf 
natiirlich erwarten, daB C-bediirftige Tiere, wie Kaninchen, sich 
in dieser Hinsicht von denjenigen Tieren unterscheiden, welche 
von C-Zufuhr ganz oder teilweise unabhingig sind, wie z. B, 
Ratten. 

Jedenfalls ist, wie auch in der Untersuchung von Plaut und 
Bilow hervorgehoben wird, das C-Vitamin von erheblicher Be- 
deutung fiir den Stoffwechsel des Gehirns. ,,Dafiir, daB im Ge- 
hirn die jeweilige Menge des C-Vitamins in Beziehung zu dem 
Grad der Aktivitit des Gehirnstoffwechsels steht“, spricht nach 
Plaut, ,,aB8 das im Wachstum befindliche Gehirn so viel reicher 
an C ist als das ausgewachsene.“ ,,Man darf wohl annehmen, daf 
die hohen C-Mengen unter anderem fir die Wachstumsvorginge 
bendtigt werden.“ 

Uber die Biochemie dieser Ascorbinsiiurewirkung in tierischen 
Organen ist noch nichts bekannt, man hat nur wiederholt auf 
das extreme Oxydo - Reduktionspotential der Ascorbinsiiure hin- 
gewilesen ®), die ja ein auBerordentlich starkes, reversibel wirkendes 
Reduktionsmittel ist. Bekanntlich ist Gehirnsubstanz befihigt, 
aus Glucose, weniger aus Glykogen, reichliche Mengen Milchsiure 
zu bilden. Es kommt gelegentlich, und zwar, wie Peters und 
seine Mitarbeiter’) gezeigt haben, besonders bei B,-avitaminoti- 
schen Tieren, zu Milchsiéureiiberschiissen im Gehirn, welche nicht 
oder nur zu langsam aufoxydiert werden kénnen. An dieser Auf- 
oxydation der Milchsiure, welche fiir die Funktion des Gehirns 
wesentlich ist, diirfte neben Bb, und 6, auch die Ascorbinsiure 
beteiligt sein. 

Methodik. 

Beziiglich der Ausfiihrung des Titrationsverfahrens nach Tillmans 

ist nur zu erwihnen, daB die Titrationen in der iiblichen Weise bei einer 


Aziditit von py = 2,5 ausgefiihrt wurden‘). Ein stérendes ,,Ziehen“ tritt 
dann bei der Untersuchung des Gehirnbreies nicht ein. Die abgewogene 





4) Euler u. Maimberg, Neue Versuche iiber Ascorbinsiiure in tieri- 
schen Augenlinsen, Z. Augenheilk. 1935, im Druck. 

5) Euler u. Malmberg, Biochem. Z. 278, im Druck. 

6) Vgl. die Arbeiten von Karrer, Laki, Wurmser u. Borsook. 

’) Gavriles u. Peters, Biochemic. J. 25, 1397 (1931). 

*) Vgl. Martius u. Euler, Biochem. Z. 271, 9 (1934). 
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durch Gehirnsubstanz wurde durch Zerreiben aufgeschlemmt und ohne Filtration 
Tesse in der Suspension untersucht. 
Der Nitroprussid-Na-Reaktion zufolge betriigt der Glutathion- und 
| Ge- Cysteingehalt des Kaninchengehirns héchstens 20°/, der Gesamtreduktion; 
dieser Betrag kann also von SH-Gruppen herstammen. 
mus Wegen der Mikrobestimmung des Glutathions verweisen wir auf 
sich Kiihnau®*). 
alche Versuchsergebnisse. 
z. B. In den folgenden beiden Tabellen sind die Ergebnisse der 
Titrationen mit der Dichlorphenol—Indophenollésung zusammen- 
und gestellt. 1 mg Ascorbinsiure reduzierte 10 ccm Indicatorlésung. 
Be- _Tabelle 1. 
Ge- poeeneaeees a 
dem Meer- mg Ascorbinsiiure 
ach schweinchen}| Versuchsbedingungen Organ pro g Organ 
: Nr. hicianain ieee 
cher a a ate sani 
dab 601 8) Normaltier Gehirn 0, 27 
nee Nebennieren 1, 53 
” 598 . Gehirn 0,25 
Nebennieren 1,0 
1en 581 Schwacher Skorbut Gehirn 0,07 
anf (14 Tage C-freie Kost) Nebennieren 0,1 
: 604 Starker Skorbut Gehirn 0,045 
In- (26 Tage C-freie Kost) Nebennieren 0,035 
les 590 Starker Skorbut Gehirn -— 
at (21 Tage C-freie Kost) Nebennieren 0,04 
? 
re Tabelle 2. 
ad Kaninchen mg Ascorbinsiure 
1- N Versuchsbedingungen Organ pro g Organ 
ht ANT. F rischgewicht) — 
{- N Normaltier Gehirn 0,168 
1s Nebennieren 2,7 
m 1 14 Tage C-freie Kost Gehirn 0,2 
| Nebennieren 2,15 
2 14 Tage C-freie Kost Gehirn 0,147 
Nebennieren 2,54 
3 14 Tage C-freie Kost Gehirn 0,162 
8 Nebennieren 2,04 
r 4 Erhilt 24 Stunden Gehirn 0,17 
+t vor Tétung 500 mg Nebennieren 3,3 
, Ascorbinsiure Augenlinsen 0,127 
N Normaltier Kammerwasser 0,3 
: a 14 Tage C-freie Kost - 0,25 
N Normaltier Ischiasnerv 0,033 
b 14 Tage C-freie Kost ‘s 0,033 


88) Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 1934; Biochem. Z. 











230, 353 (1933). 


8>) Augenlinsen, untersucht an den gleichen Tieren von Euler u. 
Malmberg vel. *). 
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Beim Vergleich der Ascorbinsiurewerte des Gehirns von 
Meerschweinchen (T'ab. 1) und Kaninchen (Tab. 2) zeigt sich der 
groBe Unterschied im Verhalten der beiden Tierarten zy 
C-Vitamin: Wahrend 14—26 Tage lang fortgesetzte C-Vitamin- 
entbehrung den Ascorbinsiiuregehalt des Meerschweinchens sehr 
stark herabsetzt, namlich von 0,26 bis rund 0,05, also auf 
etwa */; des normalen Wertes, ist dies bei den gegen Ascorbin- 
siuremangel sehr viel weniger empfindlichen Kaninchen nicht 
der Fall: Der C-Vitamingehalt ist weder bei Ascorbinsiiuremangel 
gesunken, noch bei Eingabe von enormem C-UberschuB gestiegen, 

Zum Vergleich geben wir auch die fiir Nebennieren erhaltenen 
Zahlen an, auch hier sind die Veriinderungen beim Meerschweinchen 
groB, entsprechend unseren friiheren Befunden”). 


























|| Neben- chien | Muskel- 

niere Leber Gehirn fleisch 

Meerschweinchen, normal a 0,8 0,32 — 10) “= 
9 skorbutisch. . 0,2 0,33 0,04 0,015 

Ratte, normal"). ..... a 2,2 0,20 0,27 0,02 


Bei Kaninchen sind, wie Tab. 2 zeigt, die Veriinderungen des 
C-Gehaltes in Nebennieren und Gehirn durch C-Variation in der 
Kost viel kleiner. Die C-Vitamin-Empfindlichkeit der Meer- 
schweinchen kann man also darauf zuriickfiihren, da8B durch einen 
mehrere Wochen dauernden C-Vitaminentzug in der Nahrung 
die Organe schnell an diesem wichtigen Stoff verarmen, w&hrend 
dies bei Ratten und Kaninchen nicht der Fall ist. Man hat an- 
genommen, daf den C-empfindlichen Tieren, die Fahigkeit zur 


*) Euler u. Malmberg, Sv. Kem. Tidskr. 47, 25 (1935). 

10) In unserer friiheren Mitteilung [Sv. Kem. Tidskr. 47, 25 (1935)] ist 
durch einen Druckfehler der Wert 0,04 als normaler Wert angegeben 
worden. 

1) Um iiber die Abhiingigkeit der Vitamin-C-Bilanz von A- und 
B,-Avitaminosen Anhaltspunkte zu gewinnen, haben wir auch Versuche mit 
Rattengehirn angestellt, welche in folgender Tabelle zusammengefaBt sind: 


Rattengehirn nach A- bzw. Flavin-freier Kost 








mg Ascorbinsiure 


Ratte Nr. pro g Gehirn 


Vorbehandlung 





49 Tage A-frei ernihrt 











10110, 10111, 10118... 0,46 
10054, 10057, 10058, 10059 | 80 Tage A-frei ernéhrt (0,31 
10027—10030 ...... 67 Tage flavinfreie Kost 0,45 
Gewicht je 140¢... Normaltiere 0,39 
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| Bildung des C-Vitamins aus anderen Stoffen abgeht, wihrend die 


G-unempfindlichen Tiere wie Ratten diese Fihigkeit besitzen sollen. 
Die Annahme einer solchen Verwandlung Zucker—Ascorbinsiure im 
Tierkérper ist naheliegend, an experimentellen Beweisen liegen 
aber bisher nur einige Versuche von Guha’) vor. | 


Besprechung. 
Der Vitamin-C-Gehalt des Gehirns einiger Tierarten ist von 
uns erneut untersucht worden wegen der Besonderheit des Stoff- 
wechsels und speziell des Kohlenhydratumsatzes, durch welchen 


dieses Organ von anderen abweicht. Die Atmung der Gehirn- 
/ masse, sowohl der grauen als der weifen, ist, wie man schon 


lingere Zeit weiB, auBerordentlich hoch. Dagegen ist tiber die Art 
des oxydo-reduktiven Umsatzes noch wenig bekannt. Ist die 
starke Gehirnatmung bedingt durch den Kohlenhydratabbau — 
was allerdings erst noch weiter zu prifen ist — so muS man 
eine entsprechend hohe Konzentration der am Kohlenhydratabbau 
beteiligten Biokatalysatoren erwarten. Der Atmungskoeffizient 
der Gehirnsubstanz der Végel wird nach den Untersuchungen von 
R. A. Peters und H. N. Sinclair}**) durch spezielle Aktivatoren 
beférdert und zwar besonders durch einen Bestandteil des Vita- 
mins B,, welchen Peters als ,,Catatorulin“ bezeichnet. Den ge- 
nannten Forschern zufolge wirken Pyrophosphat und Lactat am 
Catatorulineffekt mit. Hexosediphosphat und Robisonester erhéhen 
die Anfangsgeschwindigkeit der Atmung sowohl im B,-avitamino- 
tischen als im normalen Vogelgehirn, haben aber keinen weiteren 
KinfluB auf die weitere Atmung. Welchem Atmungssystem das 
Catatorulin zugehért, der Dehydrase oder dem Cytochromsystem, 
ist noch nicht bekannt. 

In die einleitende, anaerobe Reaktionsphase des Kohlenhydrat- 
abbaues der Hefe — die Enzyme der Glykolyse diirften nicht un- 
wesentlich abweichen— geht neben den Enzymen farblose(Dehydrase 
und Flavinenzym) als hauptsichlicher Aktivator noch die Co-Zymase 
ein. Die Co-Zymase, gepriift nach Euler und Myrbiack an Apo- 
Zymase durch Sym, R. Nilsson und Kuler*’) wurde im Gehirn in 
keinen besonders hohen Mengen gefunden, wie folgende Zahlen 


zeigen: Quergestreifter Muskel. . . ..... +... 8,1 
Graue Gehirnsubstanz. .......4..-. 8,7 
Weibe Gehirnsubstanz. .......... 1,0 





12) Guha u. Ghosh, 154, 234, 729 (1934). 
12a) Biochemic. J. 27, 1910 (1933); 27, 1927 (1933). 
18) Diese Z. 190, 228 (1930). 
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Uber die Wirkung und Aktivitiit der Co-Zymase sind in 
allerletzter Zeit wesentliche neue Tatsachen bekannt geworden 4) 
Wirkungen, welche man frither der Co-Zymase zugeschrieben hat, 
sind nach neueren Feststellungen entweder durch verschiedene 
Komponenten der bisher als einheitlich aufgefaBten Priparate be- 
dingt, oder aber verschiedene Gruppen eines Co-Zymasemolekiils 
vermitteln verschiedenartige Wirkungen. 


Besonders seien hier erwihnt die Befunde iiber die Trenn- 
barkeit der Co-Zymasewirkung bei der Dehydrierung und im 
Girungsversuch, ferner die Tatsache, daB hochgereinigte Co-Zymase 
von ACo = 200000, deren Giirungsaktivierung durch Erhitzen 
vernichtet worden ist, immer noch einen kriftigen Aktivator der 
Glykolyse darstellt (Kuler u. Giinther), wodurch die Oxydoreduk- 
tionsaktivierung von der zweiten Co-Zymase-Wirkung, vielleicht 
der Umphosphorylierung, getrennt ist und schlieBlich der Be- 
fund, daB die Aktivatorwirkung bei der Girung von derjenigen 
bei der Phosphorylierung getrennt werden kann. 

Was den normalen Kohlenhydratabbau betrifft, dessen anaerobe 
Phase durch Flavinenzym und farblose Dehydrase vermittelt wird, 
so entspricht der Gehalt des Gehirns an Flavinenzym nach Euler, 
Adler und Schlétzer rund 1,5 y Flavin per Gramm Frisch- 
gewicht menschlichen Gehirns. Die farblosen Dehydrasen des 
Gehirns sind noch nicht eingehend untersucht, altere Bestimmungen 
liegen vor von Thunberg und von Ahlgren. Uber die EKin- 
wirkung des Acetylcholins (vgl. Dale (Brit. Med. J. 1, 835 (1934)] 
auf glykolytische und dehydrierende Vorgiinge im Gehirn werden 
wir bald berichten. 


Bei der Besprechung des Kohlenhydratabbaues im Gehirn ist 
die Wirkung der Phosphatase und der Phosphatese in diesem 
Organ eingehend in Betracht zu ziehen. Nachdem durch Karrer 
und Ze hender?®) bekannt geworden ist, daB Ascorbinsiiure als Akti- 
vator enzymatischer Hydrolysen fungieren kann, haben die Versuche 





*) Vgl. Euler, Erg. Enzymforschg. 3, 135 (1934); Euler u. Giinther, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 50 (1935); Myrbick u. Ortenblad, 
Diese Z. 233, 87 (1935); Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, ebenda 
233, 120 (1935); Euler, H. u. E. Albers, Schlenk u. Giinther, Sv. 
Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 4 (1935); Euler u. Giinther, Sv. Kem. 
Tidskr. 47, 189 (1935); Euler, Albers u. Schienk, Diese Z. 234, I (1935), 

*) Helvet. chim. Acta 16, 701 (1933); vgl. auch Euler, Karrer u. 
Zehender, ebenda 17, 157 (1933). 
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| yon T.Svensson!$) gezeigt, daB Ascorbinsiiure auch die Riickbildung 


yon freiem Phosphat im Girungssystem beschleunigen kann. 
Hier ist auch an die Untersuchungen von Edlbacher und 


- Leuthardt}’) tiber die Aktivierung der Arginase durch Ascorbin- 


siure und Kupferspuren zu erinnern sowie an die Ergebnisse von 


| Waldschmidt-Leitz}’) und von Edlbacher und Jung”) iiber 


die Wirkung von Glutathion in Tumorgeweben. Es hat nimlich 
den Anschein, da8 Glutathion und Ascorbinsiiure vielfach an den 


gleichen Oxydo-Reduktionssystemen im Tierkérper gemeinsam be- 
teiligt sind. 


Es ist schon Edlbacher, Goldschmidt und Schlippi’’) 
aufgefallen, daB Hexosediphosphat wie auch Glycerophosphat nur 


in relativ geringen Mengen durch Gehirnbreie oder Gehirnextrakte 
' gespalten werden. Dieses Ergebnis kinnen wir durchaus be- 

stiitigen. In einem Versuch, welchen wir Herrn G. Westin ver- 
_ danken, wurde an Extrakt von Rattengehirnen Phosphatumsatz 
' und gleichzeitig die Glykolyse untersucht. 


10 g Rattengehirne werden in der Kilte mit 15 ccm Wasser 


| extrahiert. Nach Zentrifugieren gegen 0,9°/, KCl wiihrend 2 Stunden 


bei 11° wird der Riickstand zum Versuch beniitzt. 
Wihrend sich das Phosphatgleichgewicht innerhalb der Ver- 


 suchszeit nicht iinderte, trat eine kriftige Glykolyse ein, wie an 


anderer Stelle niher beschrieben wird. Die Tatsachen, dai im Hirn- 
sewebe einerseits eine auferordentlich kriftige Atmung vor sich 
seht und unter anaeroben Bedingungen auch die Glykolyse mit 
normaler Geschwindigkeit verliiuft*!), wiihrend andererseits die 
Phosphorylierung fast vollkommen zuriickgedriingt ist und iiber- 
haupt nur wenig Phosphatasen im Gehirn vorzukommen scheinen, 
legen die Vermutung nahe, daf der Kohlenhydratabbau in der Ge- 
hirnmasse nicht oder nur zum kleinen Teil iiber den normalen 
Weg der Phosphorylierung geht, sondern daB in diesem Gewebe 
eine vom kombinierten Dehydrase- und Phosphatesesystem unab- 
hiingige oxydative Spaltung des Zuckers eintritt. 


16) Euler, Sv. Kem. Tidskr. 47, 16 (1935); Euler u. Svensson, Sy. 
Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 11B, Nr. 47 (1934). 

17) Klin. Wschr. 12, 1843 (1933). 

183) Waldschmidt-Leitz, E. Me Donald u. Mitarb., Diese Z. 219, 
115 (19383); Maschmann u. Helmert, Diese Z. 222, 207 u. 224, 56 (1933/34). 

19) Diese Z. 227, 114 (1934). 2) Diese Z. 227, 117 (1934). 

21) Vel. hierzu Takasaka, Biochem. Z. 284, 390 (1927); vgl. auch 
Holmes u. Ashford, Biochemie. J. 24, 1119 (1930); Gerard, Nerve Meta- 
bolism, Physiol. Rev. 12, 469 (1932), 
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Aktivatoren der Glykolyse; 
Co-Zymase und Adenosintriphosphorsdure. 
Von 
Hans y. Euler und Gunnar Giinther. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Juli 1935.) 


Im Zusammenhang mit den vergleichenden Untersuchungen 
an Co-Zymase und an den von verschiedenen Forschern isolierten 
iibrigen Co-Enzymen, Untersuchungen, welche friiher in diesem 
Institut ') begonnen worden sind, und im Zusammenhang mit unseren 
Studien iiber Phosphatese’), dem phosphorylierenden Enzymsystem 
der Hefe, haben wir die Einwirkung der Co-Zymase auf den 
glykolytischen Abbau der Kohlenhydrate noch einmal zur Priifung 
aufgenommen. 

Nach der Auffassung von Lohmann’) besteht das Co-Ferment- 
system des Uberganges Glykogen—Milchsiure aus Adenosintri- 
phosphat, aus anorganischem Phosphat und Magnesium; das Adenosin- 
triphosphat kann nach Lohmann zum Teil ersetzt werden durch 
andere Aktivatoren, beispielsweise Muskeladenylsiiure, Inosin- 
pyrophosphorsiure oder Co-Zymase. In Geweben, die vorwiegend 
Hexosen zu glykolysieren vermégen, tritt nach Lohmann ,,die Be- 
deutung der Adenosinpolyphosphorsiuren als organische Co-Ferment- 
sat tamaanen zuriick.“ Die Co-Zymase vermag, schreibt Lohmann, 


1) Euler u. Nilsson, Diese Z. 160, 234 (1926); 162, 72 edges 204, 
204 (1931); 208, 160 (1932). — pb) Bengt Andersson, Diese Z. 225, 57 
(1934). — ec) Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, Sy. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi 11 B, Nr. 52 (1935): Diese Z. 233, 120 (1935). — d) Euler u. Giinther, 
Sv. Kem. Tidskr. 47, 52 (1935). — e) Euler u. Adler, Sy. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi 12B, Nr. 10 (1935). 

”) Euler, Diese Z. 74, 13 (1911); Euler u. Ohlsén, Biochem. Z. 37, 
313 (1911); Euler, Ohlsén u. Johansson, Biochem. Z. S4, 402 (1913). 
b) R. Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10A, Nr. 7 (1930). —¢c) Euler, 
Sv. Kem. Tidskr. 47, 16 (1935). 

8) Lohmann, Biochem. Z. 241, 50 (1931). 

*) Lohmann, Biochem. Z. 241, 67 und zwar 86 (1931). 
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'abnlich wie die Muskeladenylsiure in durch Autolyse inakti- 
| yierten Extrakten als Co-Ferment der Milchsiiurebildung in der 


Weise zu wirken, ,daB sie in Gegenwart von Glykogen zu einer 
Adenosinpolyphosphorsiiure verestert wird, die dann erst ihrer- 
seits das eigentliche Co-Ferment der Milchsiiurebildung darstellt.“ 

Nach Lohmann sollte also die aktivierende Wirkung des 
Adenosintriphosphats bedeutend gréBer sein als die der Co-Zymase. 
Euler und Nilsson konnten bei der Reproduktion der Versuche 


yon Lohmann dieselben qualitativ bestiitigen. Andererseits 


waren die Resultate bei der Aktivierung von autolysierten wie 
auch dialysierten Muskelextrakten nicht ohne weiteres mit der 
Auffassung Lohmanns zu vereinbaren. Euler und Nilsson 
fanden, unter ihren Versuchsbedingungen, die Co-Zymase als 


_Co-EKnzym in den meisten Fillen zum mindesten gleichwertig 


und manchmal dem Adenosintriphosphat iiberlegen. Was nun 
den Unterschied zwischen dem Co-Fermentsystem der Milchsiure- 
bildung und demjenigen der alkoholischen Girung betrifft, so 
betont Lohmann, da8 die in Muskulatur und Hefe vorkommen- 
den, als Co-Ferment wirksamen Substanzen sich zwar gegenseitig 
ersetzen kénnen, ,,daB hier aber doch eine Spezialisierung vorliegt, 
die in spezifischer Weise auf das zugehérige Ferment ein- 
gestellt ist‘), 

Unter den Aktivatoren der alkoholischen Girung kann 
Adenosintriphosphat die Glykosevergirung in Gegenwart von 
Hexosediphosphat, wie erwahnt, héchstens sehr schwach aktivieren. 
(Lohmann; Euler und Nilsson). Dementsprechend vermag 
Adenosintriphosphat die Co-Zymase auch nicht im System der 
Alkohoidehydrase?) zu ersetzen, deren Anteil an den Oxydoreduk- 
tionsprozessen der Girung wir ebenfalls schon hervorgehoben haben. 


Das System Robisonester—Dehydrase aus Hefe + Flavin- 


' enzym + Co-Zymase wird durch Adenosintriphosphat so ergiinzt, 


daB Fructose und Glucose ebenfalls dehydriert werden kénnen’*). 

Seit langer Zeit sind wir damit beschiftigt, die verschiedenen 
Aktivatoren des Kohlenhydratabbaues den einzelnen daran _ be- 
teiligten enzymatischen Komponenten zuzuordnen. Wir haben 
untersuchen wollen, ob die beim Studium der Girung gefundenen 
Tatsachen bei der Glykolyse wieder in Erscheinung treten. Bei 


1) Lohmann, Biochem. Z. 237, 450 (1931). 
*) Lohmann, a.a.0O.; Euler u. Nilsson, Diese Z. 208, 173 (1932). 
3) Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 6 (1935). 
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den im nachfolgenden angegebenen Versuchsreihen wurde dann 
auch die Einwirkung anderer Stofie, besonders von Hexosediphos- 
phat, Brenztraubensiure, Phosphagen, Glutathion und Ascorbin- 
siiure beziiglich der Milchsiurebildung und gleichzeitig beziiglich 
der Phosphorylierung untersucht. Die beziiglich der Phosphory- 
lierung bei diesen Untersuchungen erhaltenen Resultate sollen 
demnichst besonders mitgeteilt werden. 

Urspriinglich war unsere Absicht, schon in dieser Mitteilung 
gleichzeitig mit den iibrigen Untersuchungen die beiden Aktivator- 
wirkungen der Co-Enzyme quantitativ zu vergleichen. Durch 
unseren Befund, da auch die inaktivierte Co-Zymase bei der 
Glykolyse als Aktivator ebensogut wirkt, wie die aktive Co-Zymase, 
mu8te auf Grund der dadurch eingetretenen Schwierigkeiten der 
Berechnung der in jedem besonderen Fall zugesetzten Aktivator- 
menge dieser Vergleich aufgeschoben werden. In den folgenden 
Versuchsserien sind die Aktivatormengen somit im Uberschuf. 
Da wir indessen in allerletzter Zeit recht sichere Methoden zur 
Darstellung sehr hochgereinigter Co-Zymasepriparate (ACo bis 
400000) ausarbeiten konnten'), hoffen wir, bald den obigen quanti- 
tativen Vergleich mit gréBerer Genauigkeit durchfiihren zu kénnen. 


Versuchsbedingungen und Methodik. 


Die Muskelextrakte sind nach der von Meyerhof?) angegebenen 
Methodik aus Rattenmuskel hergestellt worden. 3 Teile Rattenmuskel wurden 
unter Abkiihlung klein geschnitten und mit 4 Teilen kalter isotonischer 
Kaliumchloridlésung verriihrt, worauf der Muskelbrei zentrifugiert und 
durch Gazetuch koliert wurde. Hierauf wurden 0,1 mol. Phosphatpuffer, 
Po = 7,4, und 2,6°/, Bicarbonat zugesetzt, entsprechend 1:9 des urspriing- 
lichen Volumens. Bei der Darstellung des Extraktes, welcher dann dialy- 
siert werden sollte, wurde die Extraktion mit Wasser ausgefiihrt und erst 
nach der Dialyse gegen Kaliumchlorid wurden Puffer und Bicarbonat zu- 
gesetzt. Den dialysierten Extrakten muB auch Mg zugesetzt werden, und 
zwar etwa 1 mg MgSO, pro cem Extrakt. 

Die Milchsiurebestimmungen wurden mittels der titrimetrischen 
Methode’) ausgefiihrt, welche zwar zeitraubend ist, aber die sichersten 
Resultate geben diirfte. Das Eiwei8 wurde mit Schwefelsiure und Natrium- 
wolframat nach Folin und Wu ausgefiillt; die Kohlenhydrate durch Aus- 
fillen mit Kupfersulfat und Kalk entfernt. Zur Uberfiihrung des Acetaldehyds 
wurde der von Lehnartz angegebene Apparat verwendet. Die Bisulfit- 





1) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 233, 148 (1935); Euler, 
Albers, Schlenk u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. 4 (1935); Euler, H. Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, I (1935). 

*) Lohmann, Biochem. Z. 237, 452 (1931). 

*) Vgl. Lohmann in Oppenheimer-Pincussen III, 1264 (1929). 
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-erbindung wurde mit Bicarbonat gespalten. Die Proben wurden nach 
SchluB der Reaktionszeit gut abgekihlt') gehalten; die Ausfillungen der 
ohlenhydrate wurden unmittelbar vor den Milchsiurebestimmungen vor- 
-onommen. 

Priiparate von Adenosintriphosphorsiiure haben wir _ selbst aus 
Kaninchenmuskeln?) dargestellt und konnten auch ein von Lohmann 
ups freundlichst zur Verfiigung gestelltes Priparat benutzen. 

Das leicht abspaltbare Phosphat der Adenosintriphosphorsiure (Hydro- 
lyse 7 Minuten) in 1 norm. HCl wurde nach T. Teorell”) spektrophoto- 
metrisch im Stufenphotometer bestimmt. 

Die angewandten Co-Zymasepriiparate, ihre Aktivitét und ihr Rein- 
heitsgrad sind folgende: 

Nr. 354 730 Co: cem ACo 61000, 
Nr. 588 250 Co: cem ACo 50000, 
Nr. 600 Trockenpriiparat ACo 175000. 


Versuche. 


Autolysierte Extrakte. Der Extrakt der Rattenmuskulatur ist 
wie derjenige der Kaninchenmuskeln gegen Inaktivierung durch 
Autolyse bedeutend widerstandskriiftiger als der Extrakt von 
Froschmuskeln. Nach 5—6 stiindigem Stehen bei 20° waren die 
ixtrakte immer noch im Stande, das zugesetzte Glykogen aut- 
zuspalten. Wir lieben deswegen die Autolyse bei 30° vor sich 
cehen. 

Versuch 1. 
In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 0,5 com Zusatz. Glykogen 0,25”. 

Reaktionszeit 60 Minuten bei 20°. Inaktivierungstemperatur 30°. 





Inaktivierungszeit Stunden 


Reaktionsmischung | Sofort 0 1 2 3 4 


mg Milchsiiure 





So ia 2,35 2,83 2,97 2,87 2,86 2,93 
ixtrakt + Glykogen . — 3,97 3,25 3,09 3,07 2,83 
Extreme TE 3. ts = 2,44 _ aaa 2,63 2,60 
iixtrakt + Glykogen . — 3,69 2,59 2,67 
Kxtrakt + Glykogen 

+- Adenylpyrophosph. 

(0,2 mg P,O,)*). . . == 4,30 - 3,50 8,19 


*) Leicht hydrolysierbares Phosphat. 


1 Euler u. Nilsson, Diese Z, 208, 173 (1932). 
*) Lohmann. Biochem. Z. 235, 460 (1931). 
3) T. Teorell, Biochem. Z. 230, 1 (1931). 


ao 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXYV. 


108 Hans vy. Euler und Gunnar Giinther, 


Aktivierung durch Co-Zymase in autolysierten Muskelextrakte ), 


Bei der Priifung der Co-Zymasewirkung in diesen autolysiert: 1 
Extrakten erwies sich dieselbe recht unregelmibig. Zuweil 1 
wurde iiberhaupt kein Effekt erhalten, wiihrend in anderen Fill 
eine deutliche Aktivierung eintrat. 


Versuch 2. 


In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 0,5 cem Zusatz. Glykogen 0,25 °/,. 
Reaktionszeit 60 Minuten bei 20°. Inaktivierungstemperatur 30°. 





Inaktivierungszeit Minuten 


Reaktionsmischung 0 30 60 90 45” 





a ee eee 3,31 | 3,382 | 8,17 | 3,17 | 2,38 
Extrakt + Gly Lisiet, or 5,84 4,81 | 3,23 | 3,19 | 2,97 
Extrakt + — snag + Co- ane | 
(Nr. 354, 1,8mg 110Co.... 5,26 4,52 3,25 3,24 3,49 
Extrakt + Glykogen + Adenyl- | | 
pyrophosph. (0,2 mg P,O,). . . 5,24 4,75 4,58 4,52 3,71 


*) Anderer Extrakt. 


Die wechselnden Ergebnisse konnten auf der Abwesenheit 
oder Gegenwart von induktionsaufhebenden Faktoren beruhen. 
Deswegen wurde eine Versuchsreihe angestellt mit Zusiitzen von 
Hexosediphosphorsiure, welche bei der alkoholischen Girung die 
Induktion aufhebt. 


Versuch 3. 


In jedem Ansatz 5 cem Extrakt, 0,5 cem Zusatz. Reaktionszeit Minuten 
bei 20% Inaktivierungstemperatur 30°. Glykogen 0,25 °/). 




















Reaktionsmischung mae0 Minuten 
Extrakt + Gly baal oe Ls ee 5,40 mg Milchsiiure 
Extrakt + Glykogen + Co- a i: eas 6,40 mg ‘ 
Extrakt + Glykogen + Co-Zymase und 
Hexosediphosphat 05mg .. . 9,15 mg - 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyrophosphat 
(0,2 mg P,O,) . . . 8,15 mg 


Co-Zymase Nr. 354, 1,8 mg 110 Co. 

















Ch 
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Dieser Versuch zeigt deutlich, wie stark die Muilchsiiure- 
dung durch den Zusatz einer geringen Menge Hexosediphosphor- 
iure zur Co-Zymase gesteigert wird. Wie bei der alkoholischen 

‘irung, wo hoch gereinigte Co-Zymasepriiparate ohne Hexose- 
iphosphat in der Reaktionsmischung sich als vollstiindig un- 
‘irksam erweisen, mu auch beim glykolytischen Kohlenhydrat- 
abbau mittels Co-Zymase als Aktivator entweder Hexosediphosphat 
oder eine andere induktionsaufhebende Substanz anwesend sein. 
ieser Umstand tritt noch deutlicher hervor bei Versuchen mit 
ixtrakten, welche durch Dialyse von solchen induktionsaufheben- 
den Faktoren befreit worden sind. Das Adenylpyrophosphat be- 
darf dagegen fiir seine Aktivatorwirkung eines derartigen Zu- 
satzes nicht. 


Dialysierte Extrakte, Nach 3stiindiger Dialyse gegen iso- 
tonische Kaliumchloridiésung sind die Extrakte nicht mehr im 
Stande, zugesetztes Glykogen zu spalten, wie folgende Zahlen 
zeigen, 


Versuch 4. 


0 


In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 0,5 eem Zusatz. Glykogen 0,25 °/). 


Reaktionszeit 60 Minuten bei 20°. Dialysezeit 3 Stunden. 








Reaktionsmischung mg Milchsiiure 
a ee ee ee ee ee ee 0,25 
ee I i a Re ee we es 0,29 
Extrakt + Glykogen + Co-Zymase (Nr. 354, 1,8 mg) .. . 0,33 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyrophosph. (0,2 mg P,0,) . 1,94 
Extrakt + Glykogen + Adenylpyrophosph. und Co-Zymase 1,84 


Zur obigen Tabelle sei noch bemerkt, daB Co-Zymase ohne 
Hexosediphosphat wirkungslos ist. Auch tritt keine Erhéhung der 
Milchsiurebildung durch Zusatz von Adenosintriphosphorsaure + 
Co-Zymase ein. Was die induktionsaufhebende Wirkung des 
Hexosediphosphats betrifit, so bleibt in erster Linie noch zu 
untersuchen, ob es sich hier um die Katalyse einer Umphos- 
phorylierung handelt, und ferner, ob Hexosediphosphat selbst zur 
Wirkung kommt, oder ob es vor seiner induktionsaufhebenden 
Wirkung gespalten wird. 


& * 
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Versuch 5. 
In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 0,5 ccm Zusatz. Reaktionszeit 60 Minute 
Dialysezeit 3 Stunden gegen isotonische KCl. 





Glykogen |Hexosediphos-| Co-Zymase Adenosintri- Gebildete 
mg phorsiure mg Nr. 354 phosphorsiiure |mg Milchsiiui» 

i) — — — 0,06 

9 —_ 1,5 mg 0,04 

i) 0,5 d:o — 1,32 

9 1,0 d:0 — 1,82 

9 2,0 d:o — 2,08 

9 10,0 d:o — 1,92 
0,5 d:o ~ —- 

1,0 d:o — 0,30 

2,0 d:o -- 0,60 

10,0 d:o — 0,89 

9 — — 0,2 mg P,O, 2,12 














Versuch 6. 
In jedem Ansatz 3 ecm Extrakt, 0,5 cem Zusatz. Reaktionszeit 75 Minuten 
bei 20°. Dauer der Dialyse 210 Minuten. Glykogen 0,25 "Je 
Co-Zymase (Nr. 354) 1,8 mg. 








Reaktionsmischung mg Milchsiiure 
Extrakt + Glykogen .. . ee a ee ee 0,44 
Extrakt + Glykogen + Co- a cobs 0,44 
Extrakt + Glykogen + Co-Zymase + 0,5 mg Recosstiheadh, 2,30 
Extrakt + Glykogen + Co-Zymase + Adenosintriphosphat 
TN eh eke oe 8 ee HW Oe 2,63 


Auch andere Substanzen scheinen Hexosediphosphat ersetzen 
zu kénnen, z. B. Brenztraubensiiure und Kreatinphosphorsiiure, wie 
der folgende Auszug aus mehreren Versuchsreihen zeigt (Vers. 7) 

Hinsichtlich der Kreatinphosphorsiure muB jedoch bemerkt 
werden, daB das angewandte Priparat nicht vollkommen rein war. 

Wir haben auch die Einwirkung der Ascorbinsiure (5 mg) 
und des Glutathions (2 mg) unter Mitwirkung eines organischen 
Aktivators untersucht, ohne dab sich jedoch eine positive Wir- 
kung ergeben hatte. Beim Zuckerabbau durch Hefe ist nach den 
Versuchen von IT. Svensson Ascorbinsiiure ebenfalls ohne Wir- 
kung, wogegen die Phosphorylierung, also die Synthesewirkung, 
durch Ascorbinsiure beschleunigt wird. Ob dabei die eigentliche 
Phosphorylierungsreaktion oder die an der Phosphatesewirkung 
beteiligte Oxydoreduktion von der Ascorbinsiure beeinfluBt wird, 
steht noch nicht fest. 











uten 
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Versuch 7. 


Drei verschiedene Extrakte. In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 0,5 ecm 
Zusatz. Dialysezeit 150—240 Minuten. Glykogen 0,25 °/). 





ixtrakt + Glykogen + 


‘o-Zymase (Nr. 354, 1,8mg)........ 0,51 mg Milchsiiure 
‘o-Zymase + 0,5 mg Brenztraubensiiure . . 1,63 mg . 
—— 0,5 mg “ #4 0,40 mg " 
o-Zymase + 1,0 mg kreatinphosphors. Ba . 2,28 mg o 
1,0 mg - 9° 0,12 mg 9 


ixtrakt + Glykogen + 


‘o-Zymase (Nr. 354, 1,8 mg). 0,54 mg Milchsiure 





Co-Zymase + 0,5 mg kreatinphosphors. Ba . 1,41 mg 
Co-Zymase + 0,5 mg hexosediphosphors. Na 1,84 mg ‘a 

— 0,5 mg 9 - 0,15 mg - 
Uxtrakt + Glykogen + 
(‘o-Zymase (Nr. 354, 1,88 mg). ....... 0,70 mg Milchsdure 
(‘o-Zymase + 0,2 mg Brenztraubensiiure . . 1,92 mg - 


Da unsere Muskelextrakte einen kleinen Gehalt an Flavin 
aufwiesen (Muskelfleisch von Ratten enthilt héchstens etwa 1 y 
Flavin pro g Muskel), so haben wir zu unseren Proben Flavin- 
enzym zugesetzt (1,7 7) als Lumiflavin berechnet; Flavinenzym 
ist ja eine der notwendigen Komponenten vieler Dehydrasesysteme. 
Gesteigerte Milchsiiurebildung konnte bei diesem Versuch durch 
las zugesetzte Flavinenzym nicht erreicht werden. 

Bereits vor liingerer Zeit hat der eine von uns auf die Be- 
Jeutung des Systemes Ascorbinsiiure—Glutathion hingewiesen. Die 
Versuche von Euler, Myrbick und Larsson’) haben bereits 
sezelet, wie stark die Sauerstoffaufnahme ascorbinsiurehaltiger 
Lisungen durch Spuren von Cu beschleunigt wird. Diese positive 
atalyse wird aufgehoben durch Zusiitze von Cyankalium und von 
Schwefelwasserstoff. Sie wird ferner aufgehoben durch Sulfhydryl- 
lerivate, besonders Glutathion und Cystein, welche Cukomplex 
vinden. 

Auch Waldschmidt-Leitz*) hat schon die katalysierende 
\Virkung von Sulfhydrylderivaten wie Glutathion auf die Bindung 
ines katalysierenden Metalls zuriickgefiihrt. Ferner hat Schéber1*) 
Modellversuche mit Cu als Katalvsator mitgeteilt und auch Bumm 


1) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11B, Nr. 18 (1933); Euler, 
Myrbieck und Larsson, Diese Z. 217, 1 (1933). 

*) Naturw. 18, 280 (1930). 

5) Ber. chem. Ges. 64, 546 (1931); Diese Z. 201, 175 (1931). 
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und Appel?) beschiftigten sich mit der Wirkung des Glutathion .. 
In diesem Zusammenhang sind auch die Arbeiten von F. Lip) - 
mann”) zu erwaihnen, welcher ebenfalls darauf hinweist, dab d 

Glykolyse durch Oxydationsmittel wie Jod und Chinon in kleine | 
Konzentrationen gehemmt wird. Besonders bemerkenswert is’, 
daB nach Lippmann SH-freie Muskelextrakte normal glykoly- 
sieren. ,,s wird angenommen, da die Hemmung durch Jod un. 
Chinon durch Oxydation des glykolytischen Ferments vei 
ursacht wird“. 

Lippmann macht auch den Versuch, auf Grund einer oxy- 
dativen BeeinfluBbarkeit des glykolytischen Fermentes die Pasteur- 
sche Reaktion als oxydative Hemmung der Glykolyse aufzufassen. 
Hierzu hat der eine von uns (H. v. E.) bereits bemerkt, daB de: 
Hinweis, daB ein positiver Metallkatalysator durch die HS-Gruppe 
fortgenommen wird, nicht geniigt, um den weitgehenden Einflul 
des Glutathions auf das Gleichgewicht zwischen anaerobem und 
aerobem Stoffwechsel zu verstehen. ,,Wiihlt man den aeroben und 
anaeroben Kohlenhydratabbau als das wichtigste Beispiel der beiden 
sich ersetzenden Vorgiinge, so mub die Hemmung der Girung 
durch die Sauerstoffzufuhr darauf zuriickgefiihrt werden, daB von 
den katalysierenden Metallen Kupfer und Eisen wenigstens eines, 
und zwar das Cu, die eine der beiden alternierenden Reaktionen, 
niimlich die Oxydation, beschleunigt, die andere, niimlich die Girung 
und Glykolyse, hemmt*%). 

Thermo-inaktivierte Co-Zymase und Glykolyse. Vor kurzer Zeit 
hat Myrbick*) gezeigt, daB die (o-Zymase eine Gruppe enthilt. 
welche durch gewisse Reagentien (Willstiitter und Schudel, 
Hagedorn und Jensen) in charakteristischer Weise reduziert 
wird, Diese reduzierende Gruppe ist sehr labil und wird besonders 
beim Erhitzen in Alkali schnell zerstért. Es konnte nachgewiesen 
werden, daB die Wirmeinaktivierung der Co-Zymase auf der Zer- 
stérung der reduzierenden Gruppe beruht. 

Durch Erhitzen beim Stabilitiitsoptimum p,, = 3—4 wahrend 
1 Stunde bei 100° oder wihrend einiger Minuten in schwach 
alkalischer Lisung (0,03 n-NaOH) bei gleicher Temperatur ist es 
moiglich, die reduzierende Gruppe getrennt zu zerstéren oder um- 
zuwandeln. Da die Adenosintriphosphorsiiure bei der Untersuchung 


1) Diese Z. 210, 79 (1932). *) Biochem. Z. 265, 133 (1933). 
5) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 A, Nr. 12 (1933). 
) Diese Z. 233, 95, 148, 154 (1935). 
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-ach Willstitter und Schudel sowie auch nach Hagedorn 
d Jensen keine solche Reaktionswirkung zeigt, war es von 
-roBem Interesse zu ermitteln, wie die in dieser Weise hinsicht- 
ch der Girungswirkung inaktivierte Co-Zymase sich bei der 
lykolyse verhalten wiirde. 
In jedem Ansatz 3 cem Extrakt, 3 Stunden bei 20° dialysiert. Reak- 
tionszeit 2 Stunden bei 20°. Glykogen 10 mg. Hexosediphosphat 0,5 mg. 
Co-Zymase 2,5 mg (125 Co; Nr. 538) ACo = 50000. 











mg Milchsiiure | Mittelwert 
|'xtrakt + Glykogen + Hexosediphosphat . 0,06 0,07 0,07 
+ Co-Zymase, nicht erhitzt. .. . 1,55 1,83 1,69 
+ Co-Zymase, 60 Minuten erhitzt im 
Wasserbad bei py = 3,5... . 1,77 1,98 1,87 
+ Co-Zymase, 3 Minuten erhitzt im 
Wasserbad in 0,02n-NaOH. . . 1,61 1,74 1,67 


Der gleiche Versuch wurde mit einem anderen erheblich reineren 
Co-Zymasepriiparat und mit Muskeladenylsiure ausgefiihrt. Die zugesetzten 
Mengen Co-Zymase und Muskeladenylsiiure betrugen je 1,5 mg in jedem 
Ansatz. Der Reinheitsgrad der Co-Zymase ist gekennzeichnet durch 
ACo = 175000. 











mg Milchsiiure | Mittelwert 

ixtrakt + Glykogen + Hexosediphosphat . 0,47 0,50 0,49 
+ Co-Zymase, nicht erhitzt . 2,72 2,62 2,67 

+ Co-Zymase, 60 Minuten erhitzt im 
Wasserbad bei py = 3,5... . 2,31 2,51 2,41 

+ Co-Zymase, 5 Minuten erhitzt im 
Wasserbad in 0,02n-NaOH. . . 2,28 2,44 2,36 
ixtrakt + Glykogen + Muskeladenylsiiure . 0,31 0,47 0,39 
+ Hexosediphosphat ....... 1,50 1,28 1,39 


Nach der Inaktivierung mit NaOH iiberzeugten wir uns davon, dab 
die Lésung immer noch alkalische Reaktion besaB, und ein Giirungsversuch 
wurde angestellt, um die Inaktivierung zu kontrollieren. Die Loésungen 
erwiesen sich nach dem Erhitzen als fast unwirksam im Girungssystem. 


Diese Versuche zeigen, daB die Aktivierungsfihigkeit der 
(‘o-Zymase bei der Glykolyse (wir fiithren der Kiirze wegen einst- 
weilen die Bezeichnung Co-Glykolase ein) durch die Inakti- 
vierung der Girwirkung nicht abgenommen hat. Die Aktivierung 
der Muskeladenylsiiure ist auch unzweideutig geringer als die- 


jenige der Co-Zymase. Hexosediphosphat ist auch in diesem Fall 


notwendig. 
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Obige Tatsache kénnte, trotz Verwendung eines sehr ho} 
gereinigten Co-Zymasepriiparates, so gedeutet werden, da ds 
Co-Zymasepriaparat auch noch einen Aktivator der Glykolyse en - 
hilt, welcher thermostabiler ist als die Co-Zymase und welch:r 
bei deren Temperatur-Inaktivierung allein erhalten bleibt. Wahv- 
scheinlicher ist aber, da& von der Co-Zymase beim Erhitzen die 
(reduzierende) Gruppe verindert wird, so daB nur die Glykolyse- 
aktivierende Wirkung des Molekiils zuriickbleibt. 

Die Scheidung der Co-Zymase- und der Co-Glykolase-Wi:- 
kungen wird weiter verfolgt, auch hinsichtlich des Kohlenhydrat- 
abbaues in roten Blutkérperchen. Die Uberfiihrung der Co-Zymas« 
in Co-Glykolase, die sich wohl anch enzymatisch durchfiihren 
liBt, ist vermutlich auch fiir das Verstiindnis des Uberganges 
Atmung —> Glykolyse von Bedeutung. 


Zusammenfassung. 


In einem durch Autolyse inaktivierten Muskelextrakt wir 
die Milchsiurebildung erhéht durch Zusatz von Hexosediphosphat, 
wobei Co-Zymase als Aktivator fungiert. Zu hinreichend lange 
dialysierten Extrakten miissen induktionsaufhebende Faktoren 
zugesetzt werden, wie z. B. Hexosediphosphorsiiture oder Brenz- 
traubensiiure (oder Kreatinphosphorsiiure). 

Thermo-inaktivierte Co-Zymase hat gegeniiber Muskelpreb- 
saft usw. die gleiche Wirkung als Aktivator (als Co-Glykolase 
wie die frische Co-Zymase. 

Die Einwirkung von Ascorbinsiiure, Glutathion und Flavin- 
enzvm wurde untersucht. 














in- 
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Uber die physiologische Wirkung des Asterubins und anderer, 
zun Teil neu dargestellter, schwefelhaltiger Guanidinderivate. 
Von 
D. Ackermann und H. A. Heinsen. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wurzburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1935.) 


Einleitung. 

Vor einiger Zeit wurde in 2 Seesternarten das schwefelhaltige 
(;uanidinderivat Asterubin!) aufgefunden, dessen Konstitution aut- 
veklart und durch Synthese?) bestiitigt wurde. Da eine grobe 
Zahl von Guanidinderivaten physiologisch wirksam sind (Guanidin, 
Methylguanidin, Arcain u.a.), lag es nahe, auch diesen Kérper 
nach der genannten Richtung zu studieren. Es muBte dabei 
allerdings mit der Méglichkeit gerechnet werden, dab die SO,H- 
(iruppe in gleicher Weise die pharmakologische Wirkung lahm- 
‘eat, wie dies die Carboxylgruppe beim Arginin tut. Um ferner 
cin Bild zu gewinnen, ob das Vorhandensein von Schwefel an 
sich in einem Guanidinderivat eine physiologische Wirkung be- 
lingt, wurden noch andere schwefelhaltige Guanidinkérper heran- 
-ezogen und zu diesem Zweck zum Teil neu dargestellt. Hierbei 
sollte gleichzeitig auch ein Einblick gewonnen werden, ob das 
orhandensein von Methylgruppen am Guanidinkern, wie dies 
veim Asterubin verwirklicht ist, auf die Wirkungsweise einen 
‘influB hat. Da es auBerdem von Bedeutung sein konnte, ob der 
‘chwefel in reduzierter oder oxydierter Form im Molekiil vorliegt, 
‘urde einerseits Taurin, Taurocyamin [Guanyltaurin|*) und Aste- 
ubin gepriift; andrerseits untersuchten wir ('ystamin, Diguany!- 
ystamin und Tetramethyldiguanylcystamin. Es wurden diese 
ubstanzen auch deshalb gewihlt, weil zwischen den Mutter- 


*) Vgl. V. Meyer u. P. Jacobson, Lehrb. d. organ. Chemie, Bd. I, 
Veil 2, S. 1411 (1923): ,,Die Bezeichnung ,Guaryl‘ wird in der Literatur 


ae 


icht selten fiir das Radikal H,N-C(:NH) — : Imino-amino-methyl — be- 
‘utzt, das im Guanidinmolekiil mit NH, verbunden ist.‘ 
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substanzen dieser beiden Reihen (T'aurin bzw. Cystamin) ei 


gewisse biologische Beziehung besteht. 


Taurinreihe. 


CH,--SO,H 


Cystaminreihe. 
CH,—S - —S—CH, 








CH,—NH, CH,—NH, H,N—CH, 
Taurin. Cystamin. 
CH,—S0O,H CH,—S S—CH, 
CH,—NH CH,—NH HN—CH, 
C=NH C=NH HN=C 
| 
NH, NH, H,N 
Taurocyamin (Guanyltaurin). Diguanyleystamin. 
CH,—SO,H CH,—S— —S-—CH, 
CH,—NH CH,—NH HN—CH, 
C=NH C=NH HN=C 
| j | 
N N N 
a F ile. a 
CH, CH, CH, CH, CH, CH, 
Asterubin. Tetramethyldiguanyleystamin. 


Die Untersuchungen erstreckten sich auf Feststellung der 
Wirkung auf Blutzucker und Blutdruck. Innerhalb der einzelnen 
Versuchsreihen wurden dabei nach Méglichkeit gleich groBe Dosen 
der Substanzen zur Anwendung gebracht, um Vergleichsméglich- 
keiten zu haben. Selbstverstiindlich wurden in Querversuchen 
auch die Dosen variiert und dadurch auftretende Verinderungen 
studiert. Wir geben nachstehend in den Figuren nur wenige 
Versuchsprotokolle als Beispiel wieder. 

Fiir die Blutzuckerversuche verwandten wir Hunde, bei denen 
in niichternem Zustande Blut aus den Ohrvenen entnommen wurde. 
Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach der Methode von Hage- 
dorn-Jensen. 

Die Blutdruckwirkung der Substanzen wurde an Katzen 
studiert. Die Messung des Blutdrucks erfolgte auf blutigem Wege 
in der Carotis unter Pernoctonnarkose. 


Taurinreihe. 
Die Wirkung der 3 Substanzen der Taurinreihe auf den 
o 
Blutzucker geht aus den Fig. 1—3 hervor. Wihrend Taurin nur 
o oD 
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e Senkung des Blutzuckerspiegels hervorruft, geht dieser beim 
Gianyltaurin eine deutliche Steigerung voraus. Im Falle des 
\sterubins fehlt- eine Senkung iiberhaupt: hingegen kommt die 
Steigerung noch deutlicher zum Ausdruck. 
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Fig. 1. Hiindin Dolorosa, 7 kg. Fig. 2. Hiindin Dolorosa, 7?/, kg. 
Taurin 20 mg/kg subcutan. Taurocvamin (Guanyltaurin) 
20 mg/kg subcutan 
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Fig. 3. Hiindin Dolorosa, 61/, kg. 
Asterubin (Dimethylguanyltaurin) 20 mg/kg subcutan. 


Eine Wirkuag auf den Blutdruck wurde bei allen 3 Sub- 
stanzen vermibt. Wir verwandten von jeder Substanz 40 mg, vom 
Asterubin einmal sogar 60 mg pro Tier (Gewicht der Katze: 4 kg). 


Cystaminreihe. 

Beim Cystamin und Diguanyleystamin findet sich eine deut- 
liche Senkung des Blutzuckerspiegels, die im Falle des Cystamins 
vielleicht etwas liinger andauert (Fig. 4 und 5). Demgegeniiber 
zeigt das Tetramethyldiguanyleystamin eine stark ausgepriigte 
Steigerung des Blutzuckergehaltes (Fig. 6). In letzterem Falle 
zeigten sich auBerdem die ja fiir viele Guanidinderivate charak- 
teristischen Vergiftungs- und Krampierscheinungen mit tédlichem 
\usgang. 

Die Blutdruckwirkung der 3 Substanzen der Cystaminreihe 
eigen die Fig. 7—9. Schon H. Robbers’) stellte beim Cystamin 
ine Blutdrucksenkung fest, die wir bestiitigen konnten. Sie tritt 
-tirker und linger auf beim Diguanylcystamin. Noch ausgepriigter 
rird die Senkung beim Tetramethyldiguanylcystamin, wo die 


verabreichte gleich grofe Dosis fast die letale Grenze erreichte. 
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Fig. 6. Hiindin Butzi, 7 kg. 
Tetramethyl-diguanyl-Cystamin 40 mg/kg subcutan. 
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Fig. 7. Fig. 8. 
10mg Cystamin intravenés. Blu- 10mg Diguanyl-Cystamin intravenos. 
tige Blutdruckmessung an der Katze Blutige Blutdruckmessung an der Katze 
(4 kg Gewicht). Bei 4 Injektion. (4 kg Gewicht). Bei 4 Injektion. x absoluter 
Zeit in 60 Sek. Blutdruck: 125mm Hg. Zeit in 60 Sek. 





Fig. 9. 
10mg Tetramethyl-diguanyl-Cystamin intravenés. 
Blutige Blutdruckmessung an der Katze (4 kg Gewicht). Bei * Injektion. Zeit in 60 Sek 
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Besprechung der Ergebnisse. 


Uberblickt man nun die gewonnenen Versuchsergebnisse, so 
fillt auf, daB die Wirksamkeit der einzelnen Substanzen jeder 
Reihe wesentlich durch die Wirkung der Muttersubstanz auf Blut- 
gicker und Blutdruck bestimmt wird. Sowohl Taurin wie Cystamin 
vermégen den Blutzuckerspiegel zu senken. Durch die Guanylierung 
allein wird dieser Effekt nicht allzusehr veriindert. Zwar sehen 
wir beim Guanyltaurin das Auftreten einer miiBigen Blutzucker- 
steigerung vor der eigentlichen Senkung; beim Guanylcystamin 
jedoch bleibt die Blutzuckersenkung allein bestehen, wenn sie 
vielleicht auch nicht ganz so lange Zeit andauert wie beim 
('ystamin selbst. — Eine wesentliche Anderung der Wirkungs- 
weise wird erst durch die Methylherung am Guanidinkern erzielt. 
[1 beiden Versuchsreihen finden wir bei den entsprechenden 
Methylguanylderivaten eine vollkommene Umkehrung der Wirkung: 
Statt einer Senkung des Blutzuckerspiegels tritt nach Injektion 
von Asterubin oder Tetramethyldiguanylcystamin eine deutliche 
und recht erhebliche Blutzuckersteigerung auf. 


Beim Vergleich der Einwirkung der beiden Substanzreihen 
auf den Blutdruck sehen wir ebenfalls wieder eine Abhiingigkeit 
von der Wirkungsweise der jeweiligen Muttersubstanz. Taurin ist 
unwirksam, und man kann weder durch Guanylierung noch durch 
darauf folgende Methylierung am (Guanidinkern zu blutdruck- 
wirksamen Derivaten gelangen. — Beim Cystamin dagegen, das 
den Blutdruck herabsetzt, wird sowohl durch Guanylierung wie 
noch ausgepriigter durch anschliessende Methylierung eine erheb- 
liche Erhéhung der Wirksamkeit, also eine verstiirkte Blutdruck- 
senkung erreicht. AuBerdem ist bemerkenswert, dai beim 'Tetra- 
iiethyldiguanylcystamin als Nebenerscheinung eine starke Giftigkeit 
auftritt, die bei dem Diguanylderivat des Cystamins vermibt wurde 
und sich unter dem Bilde der Guanidinvergiftung iiuBert. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dab es fiir die im Organismus 

urch chemische Substanzen ausgelésten Funktionen der Blut- 
vucker- und Blutdruckregulation von ausschlaggebender Bedeutung 
t, ob der in diesen Stoffen gegebenenfalls enthaltene Schwefel in 
‘eduzierter oder oxydierter Form vorliegt. Dabei scheint der 
~chwefel der SO,H-Gruppe weit indifferenter zu sein als der der 
~H-Gruppe, und man kénnte sich vorstellen, daB vielleicht der 
‘Irganismus zum Zwecke der Entgiftung von der Oxydation des 
eduzierten Schwefels Gebrauch macht. 
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Diese Tatsache der Wirkungsverschiedenheit von oxydiert -: 
und reduziertem Schwefel ist weiterhin auch von Bedeutung ji 
die pharmakologische Wirkung von Derivaten, die aus die:ey 
Substanzen durch Guanylierung und Methylierung am Guanidink: 
dargestellt werden kénnen. Ist, wie in unseren Versuchen beim 
Taurin, die Muttersubstanz einer Reibe unwirksam fiir den Blit- 
druck, so bleiben es auch die entsprechenden Derivate. Im ander 
Falle konnte, wie beim Cystamin, durch Einfiihrung von Guan) |- 
und Methylgruppen eine erhebliche Steigerung der Wirksamk«it 
in bezug auf die Blutdruckiinderung erzielt werden. 

Die Wirkung auf den Blutzuckerspiegel, die bei beiden 
Muttersubstanzen in einer Senkung bestand, konnte durch Guany- 
lierung wenig beeinfluBt werden; dagegen wurde sie durch die 
Methylierung am Guanidinkern yollstiindig umgekebrt, also in 
eine Steigerung verwandelt. 


Chemisch-experimenteller Teil. 


1. Darstellung des Taurocyamins (Guanyltaurins). Das Guany!- 
taurin ist bereits im Jahre 1878 von Dittrich*) durch Erhitzen 
einer wiBrigen Lésung von Cyanamid und Taurin bei 110—120° 
im EinschluBrohr dargestellt und seinerzeit als Taurocyamin be- 
zeichnet worden. Es gelang uns unschwer, nach dieser Vorschriit 
den K6rper rein zu erhalten. (Gef. 24,95 N, ber. 25,14 N). 

2. Darstellung des Diguanylcystamins. 4g (ystamin*) werden 
in 40 ccm Wasser mit 2g Cyanamid 24 Stunden sich selbst 
iiberlassen. Dann ist die Probe von Sakaguchi intensiv positiv. 
Durch Fillen mit wiBriger Pikrinsiiure wird das schwer lésliche 
Pikrat erzeugt, das durch Umkrystallisieren aus Wasser gereinigt 
wird und sich bei 211—212° unter starker Briunung zersetzt. 

5,340 mg Subst.: 5,955 mg CO, und 1,410 mg H,O. — 7,681 mg Subst.: 
5,170 mg BaSQ,. 

(C,H.N,8),-(C,H,N,O;). Ber. C 31,11 H319 S$ 9,23 

Gef. ,, 30,41 9) 2990 99 9,29 
Es wurde noch das gleichfalls schwer lésliche Pikrolonat 


dargestellt. 
2,000 mg Subst.: 3,015 mg CO, und 0,810 mg H,0O. 
C,H, .N,S2°(C,>HsN,O5)2 Ber. C 40,81 H 4,21 


Gef. ,, 41,11 » 4,58 


*) Dieses Priiparat verdanken wir der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Privatdozenten Dr. A. Schéberl. 
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8. Darstellung des Tetramethyldiguanylcystamins. 5 g Cystamin 
yerden mit 6 ccm Dimethylcyanamid®) in 60 ccm Wasser liingere 
Zeit sich selbst iiberlassen. Der entstandene Kérper libt die 
Sakaguchische Probe vermissen, ebenso wie dies bereits beim 
Asterubin beobachtet wurde. Offenbar ist das Vorhandensein der 
beiden Methylgruppen am Guanidinkern dem Kintritt der Probe 
hinderlich. Mit wiBriger Pikrinsiure wird ein schwer losliches 
Pikrat erzeugt, das zuert etwas harzig ist, aber bald krystallinisch 
wird. Es schmilzt nach dem Umkrystallisieren bei 118°. 


4,816 mg Subst.: 6,200 mg CO,, 1,750 mg H,O. — 5,130 mg Subst.: 
1.003 eem N (21,5°, 746mm). — 8,724 mg Subst.: 5,310 mg BaSQ,. 


3,218 mg Subst.: 4,045 mg AgJ. 
(CHy,N 3S), :(CgH3N39;), 
Ber. C 35,18 H 4,03 N 22,40 S 8,54 (N)CH, 8,01 
Gef. ,, 35,11 ,, 4,07 ,, 22,24 ,, 8,36 » 8,04. 


Fiir die Tierversuche wurden die beiden Pikrate des Diguanyl- 
cystamins und Tetramethyldiguanylcystamins in die Sulfate ver- 
wandelt, die in ganz schwach sodaalkalischer Lésung zur Ver- 
wendung kamen. Bei der Beseitigung der Pikrinsiiure mit Ather 
muB ein groBer UberschuB von Schwefelsiiture verwandt werden, 
weil sonst die Umsetzung nicht vollstiindig verliuft. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deutschen 
orschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. VI. 


Dehydrierung von Hexosen 
unter Mitwirkung von Adenosintriphosphorsaure. 


Von 


Hans v. Euler und Erieh Adler. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1935.) 


Dehydrasesysteme aus Hefe, die Hexosemonophosphat oxydatiy 


anzugreifen vermégen/4—4), sind nicht imstande, freie Hexose als 
Substrat zu verwerten. Es erschien uns nun als wichtige Aufgabe, 
ein solches Dehydrasesystem derart zu ergiinzen, daB es zum An- 
eriff von Hexose befaihigt wird, und das Problem bestand also 
darin, die Hexose in einer Primiirreaktion zum Monophosphat zu 
verestern. Wie in der vorliegenden Mitteilung gezeigt wird, lalit 
sich die Dehydrierung nicht phosphorylierter Hexose erzielen, 
wenn man das System der Hexosemonophosphatdehydrierung 
(rohes_ ,,Zwischenferment“!*) oder Alkoholfillung!”) aus Hefe- 
macerationssaft + Flavinenzym + Co-Enzym) durch Adenosintri- 
phosphorsiure aus Muskel ergiinzt. Es ist zwar noch _ nicht 
endgiiltig bewiesen, daB dieser Efiekt einfach dadurch ausgelist 
wird, daB die Adenosintriphosphorsiiure durch Umesterung ihrer 
zwei labilen Phosphatreste mit der Hexose die Bildung von Hexose- 
monophosphat erméglicht; fiir diesen Mechanismus — den ein- 
fachsten und niichstliegenden — sprechen jedoch alle in dieser 
Mitteilung beschriebenen Versuche. 

Der Gedanke, daB die von K. Lohmann entdeckte Adenosintriphos- 


phorsiure*) im GesamtprozeB der Glykolyse an der Phosphorylierung des 
Kohlenhydrats beteiligt ist, wurde unseres Wissens zuerst von Meyerhot 

‘*) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). — 
1") H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 1c) H. v. Euler, 





E. Adler, F. Schlenk u. G. Giinther, Diese Z. 233, 120 (1935). — 


‘!) Wagner-Jauregg, Méller u. Rauen, Diese Z. 231, 55 (1935). 
*) Naturw. 17, 283 (1929); Biochem. Z. 233, 460 (1981). 
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und Lohmann’) ausgesprochen: ,,Diese Cofermentrolle (des Adenylpyro- 
phosphats) besteht offenbar darin, da8 die Veresterung des Phosphats, die 
der Spaltung des Kohlenhydrats in Milchsiiure vorhergeht, unter Aufspaltung 
von Adenylpyrophosphat verliuft...“ Lohmann‘) schreibt kurze Zeit 
darauf: ,,Nun spricht verschiedenes dafiir, daf in Muskelextrakten das 
enzymatisch leicht abspaltbare Phosphat des Adenylpyrophosphats an der 
Bildung des intermediiren Kohlenhydratphosphorsiureesters bei der glyko- 
lytischen Spaltung des Glykogens beteiligt ist...“ und 2 Jahre spiiter teilte 
derselbe Autor einige Versuche mit, aus denen die Umesterung von zu- 
gesetztem Adenylpyrophosphat im System dialysierter Muskelextrakt + Gly- 
kogen + Magnesium hervorgeht®). In einer deutlicheren Form kommt der 
Sinn des Adenosintriphosphorsiiure-Zerfalls unter gleichzeitiger Ubertragung 
der Phosphatreste auf das Glykogen in der Auffassung von Parnas, 
Ostern und Mann®) zum Ausdruck. Etwa gleichzeitig kam Z. Dische’) 
zu dem SchluB, daB der beim Stehen von gewaschenen Erythrocyten mit 
Glucose bei 0° gebildete Harden- Young-Ester zumindest 1 P-Atom aus 
der Adenosintriphosphorsiiure bezogen haben mu. 

Es ist offensichtlich, daB die von uns aufgefundene Reaktion 
im isolierten System mit den oben zitierten Anschauungen und 
Befunden im Einklang steht, und sie ist deshalb von besonderem 
Vorteil, weil sie das Studium der den Kohlenhydratabbau ein- 
leitenden Phosphorylierungsvorgiinge sowohl in bezug auf den 
stofflichen Verlauf wie hinsichtlich der beteiligten Enzyme und 


Aktivatoren in iibersichtlicher Weise erméglicht. 


I, Das System der Hexosedehydrierung, 
1. Die Grundversuche. 

Die Dehydrierung von Hexosemonophosphat (Robisonester) 
wurde von O. Warburg und W. Christian’*) mit Hilfe eines 
aus Zwischenferment, Flavinenzym (gelbem Ferment) und Co-Fer- 
ment aus Pferdeblutkérperchen bestehenden Systems vollzogen, 
wobei sowohl Sauerstoff wie Methylenblau als Wasserstoffacceptoren 
zur Verwendung kamen. Wie wir zeigen konnten, ist in diesem 
System das Warburgsche Co-Ferment durch Priparate von Hefe- 
Co-Zymase !» 1°) ersetzbar. In keinem der beiden KEnzym—Co-Enzym- 
systeme gelingt es jedoch, nicht phosphorylierten Zucker zu 
dehydrieren. Die folgende Tabelle gibt nun die Grundversuche 
wieder, aus denen hervorgeht, daB nach Ergdnzung des kompletten 
Robisonester-Dehydrasesystems durch Adenosintriphosphorsdéure auch 
die Dehydrierung von Fructose und Glucose méglich wird. 


3) Naturw. 19, 575 (1931). 





*) Biochem. Z. 241, 67 (1931). 5) Biochem. Z. 262, 140 (1933). 
6) Nature 134, 627 (1934); Biochem Z. 275, 74 (1934). Anm. b. d. Korr.: 

Vgl. auch die Ubersicht von J. K. Parnas, Klin. Wschr. 14, 1017 (1935). 
7) Biochem. Z. 274, 51 (1934); Naturw. 22, 855 (1934). 
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Tabelle 1. 


Substrate: m/10-hexosemonophosphorsaures Natrium (Robisonester) bzw, 
m/10-Fructose und -Glucose. — Adenosintriphosphorsdure: Bariumsalz, mit 
Na,SO, umgesetzt: 1 cem der Lésung enthilt 0,24 mg ,,leicht hydrolysier. 
baren P“. — Dehydrase: ,,Zwischenferment“ aus Hefemacerationssaft nach 
O. Warburg und W. Christian**). — Flavinenzym: 1 cem enthilt 5y ge- 
bundenes Flavin. — Co-Zymase: ACo = 60000, 900 Co/eem. — m/10-Phos- 
phatpuffer py=7,6. — Methylenblau 1:5000. Thunbergmethodik. Jeder 
Ansatz enthilt 0,4 cem Puffer, 0,5 ccm Methylenblau und ist mit Wasser 
auf 2,0 cem Gesamtvolumen ergiinzt. 
Die weiteren Zusiitze sind in der Tabelle angegeben. Versuchstemp. 30°. 
































5 , De- Flavin- . |Adenosin- Pet. 
2 ae Fructose h fins ree Z al Sriphos- ca 
= y J y phorsiiure} *@7?UD8* 
Z, ecm cem ecm ecm ecm ecm zeit 

1] 0,25 “ 0,25 0,25 0,1 - 4 Min. 
2} 0,25 ies 0,25 0,25 re 0,25 >6 Stdn. 
win 0,25 0,25 0,1 0,25 ms 

. 0,25 0,25 0,25 0,1 = ~ a 
‘_ 0,25 0,25 0,25 a 0,25 a 

6 — 0,25 0,25 — 0,1 0,25 76 Min. 
7 — 0,25 — 0,25 0,1 0,25 >6 Stdn. 
Cw 0,25 0,25*) | 0,25 0,1 0,25 ~ we 

9 - 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25 5 Min. 
— { 0,25%*) | 0,25 0,25 0,1 0,25 a 





*) Dehydraselésung in Ansatz 8 5 Minuten auf 100° erhitzt. 
**) In Ansatz 10 wurde Glucose an Stelle von Fructose verwendet. 


Aus Ansatz 1 und 2 der Tab. 1 geht hervor, da8 im System 
der Robisonesterdehydrase die Adenosintriphosphorsidure nicht die 
Stelle der Co-Zymase einnehmen kann, eine Tatsache, die schon 
friiher festgestellt worden ist!*), und aus Ansatz 3 ist zu ent- 
nehmen, daB Adenosintriphosphorsiure in diesem System keine 
Donatoreigenschaften besitzt. Aus den Ansiitzen 4—9 ergibt sich, 
daB Fructose durch das Robisonesterdehydrasesystem dehydriert 
wird, wenn Adenosintriphosphorsiure zugegen ist, und daB, wie 
bei der Robisonesterdehydrierung, das komplette Enzym—Co-Enzym- 
system erforderlich ist. Glucose (Ansatz 10) wird von dem durch 
Adenosintriphosphorsiure ergiinzten System gleichfalls dehydriert, 
jedoch mit einer 3 mal geringeren Geschwindigkeit als Fructose. 
DaB ohne besonderen Zusatz von Flavinenzym bereits eine ge- 
wisse Dehydrierungswirkung zustande kommt, kann damit erklart 
werden, daB die Dehydraselésung schon kleine Mengen von Flavin- 
enzym enthalt, wovon man sich durch fluorometrische Bestimmung 
des Kochsaftes leicht iiberzeugen kann. 
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Es soll nicht unterlassen werden, zu bemerken, daf die gréBte Anzahl 
der Versuche, in denen Adenosintriphosphorsiure verwendet wurde, nicht 
mit einem analysenreinen Priiparat dieser Substanz ausgefiihrt wurde. 
Unser Priparat, das in Anlehnung an die Vorschrift von K. Lohmann’) 
aus Kaninchenmuskulatur gewonnen war, ist folgendermaBen charakterisiert: 
ig des Bariumsalzes enthilt 4,2 mg ,,direkt bestimmbaren“ (anorganischen) 
Phosphor und 21 mg ,,Pyrophosphat“-Phosphor (bestimmt durch 7 Minuten- 
hydrolyse in n-HCl bei 100°). Da sich fiir das Bariumsalz der reinen Sub- 
stanz 70 mg ,,Pyrophosphat‘-Phosphor pro g berechnen, enthalt unser 
Priiparat 30°/, der berechneten Menge. DaB jedoch der in Tab. 1 dar- 
gestellte Effekt tatsiichlich der Adenosintriphosphorsdure zuzuschreiben ist, 
geht daraus hervor, daB er mit einem analysenreinen Priiparat von Adenosin- 
triphosphorsiiure, welches wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. Lohmann 
(Heidelberg) verdanken, in gleicher Weise hervorgerufen werden konnte. 

Die Spezifitit der Adenosintriphosphorsiure bei der Dehydrierung 
der Fructose geht im iibrigen auch aus den weiter unten mitgeteilten quanti- 
tativen Versuchen hervor, in denen die Anderungen der verschiedenen 
Phosphorfraktionen im Verlauf der Reaktion verfolgt werden. Der Uber- 
sichtlichkeit halber sollen diese Versuche gesondert besprochen werden, 
und es seien zunichst die mit der Thunbergmethodik gewonnenen Er- 
gebnisse vorweggenommen, die zur niheren Charakterisierung der Hexose- 
dehydrierung fiihrten. 


2. Die Spezifitat der Adenosintriphosphorsaure 
bei der Hexosedehydrierung. 


Wird die Lésung des Adenosintriphosphates bei neutraler 
Reaktion 15 Minuten auf 80° erwirmt, so bleibt ihre Wirksam- 
keit im System der Hexosedehydrierung unverandert erhalten. 
Krhitzt man jedoch 7 Minuten in n-H,SO, auf 100°, so geht die 
Kigenschaft, das Robisonester-Dehydrasesystem zur Fructose- 
dehydrierung zu befihigen, verloren. Da bei der Hydrolyse der 
Adenosintriphosphorsiure die Adenylsiure entsteht, mubBte ge- 
folgert werden, daB letztere nicht imstande ist, die intakte Adenosin- 
triphosphorsiure zu ersetzen. In besonderen Versuchen mit reinen 
Praiparaten von Muskeladenylsiure*) wurde dieses Ergebnis vollig 
bestiitigt; auch Hefeadenylsiure ist unwirksam. 

Aus den Arbeiten von Meyerhof und Lohmann ist bekannt, 
daB bei der Glykolyse im Muskelextrakt Adenylsiure an Stelle 
von Adenosintriphosphorsiure als Co-Ferment der Mailchsiure- 
bildung fungieren kann, sofern die Méglichkeit besteht, daB die 
Adenylsiure im Extrakt zu Adenosintriphosphorsiure aufgebaut 


8) Biochem. Z. 253, 460 (1931). 
*) Herrn Kollegen W. Klein (Freiburg) sind wir zu Dank verpflichtet 
fiir die Uberlassung von reiner Muskeladenylsiure. 


Q* 


126 Hans v. Euler und Erich Adler, 


wird. Nach Lohmann’) kann die Resynthese der Adenosin- 
triphosphorsiiure durch Reaktion der Adenylsiiure mit Kreatin- 
phosphorséure erfolgen; in unserem Enzymsystem ist jedoch 
die Méglichkeit zu einer solchen Umsetzung offenbar nicht vor- 
handen. Wir fanden eine Fructosedehydrierung weder bei Kom- 
bination von Muskeladenylsiure noch von Hefeadenylsiure mit 
Kreatin oder Kreatinphosphat, und es eriibrigt sich, die in dieser 
Richtung angestellten Versuche wiederzugeben. Kreatin bzw. 
Kreatinphosphorsiure allein vermégen natiirlich ebenfalls nicht 
die Adenosintriphosphorsiiure zu ersetzen, dagegen wurde im 
vollstiindigen, durch Adenosintriphosphorsiiure ergiinzten System 
der Fructosedehydrierung eine leichte Aktivierung durch Phos- 
phagen beobachtet. Ob hier ein wesentliches Eingreifen des 
Phosphagens in die Reaktion vorliegt, soll noch niher unter- 
sucht werden. 

Ohne auf die Rolle des Hexosediphosphates bei den ein- 
leitenden Prozessen der Zuckerspaltung niher einzugehen, sei an 
dieser Stelle nur bemerkt, daB in unserem Reaktionsgemisch 
Hexosediphosphat (Harden-Young-Kster) nicht an Stelle der 
Adenosintriphosphorsiure treten kann, und daB die Fructose- 
dehydrierung bei Gegenwart von Adenosintriphosphorsiure durch 
Hexosediphosphat nicht beschleunigt wird. Fiir die Deutung des 
Reaktionsmechanismus der Fructosedehydrierung bei Gegenwart 
von Adenosintriphosphorsiure ist die Tatsache von groBer Be- 
deutung, daB durch ein Dehydrasesystem, welches zur Fructose- 
dehydrierung befahigt ist, Hexosediphosphat iiberhaupt nicht an- 
gegrifien wird. Wagner-Jauregg, Rauen und Méller!*) sowie 
A. Schaffner, Bauer und Berl?) geben zwar ibereinstimmend 
an, daB im System ,,Zwischenferment“ + Flavinenzym + Co-Enzym 
Hexosediphosphorsiiure als Donatorsubstanz fungieren kann, wenn 
auch bedeutend schlechter als Hexosemonophosphat. Nach unseren 
Befunden kommt die Fahigkeit zur Hexosediphosphatdehydrierung 
nur der rohen Dehydrase zu. Schon die Reinigung durch Um- 
fillen mit Kohlensiure geniigt, um diese Fahigkeit weitgehend 
zu unterdriicken, und durch Dehydraselésungen, die durch Adsorp- 
tion und Elution gereinigt sind (vgl. unten) wird Hexosediphosphat 
iiberhaupt nicht mehr angegriffen, wihrend Hexosemonophosphat 
sowie (nach Ergiinzung durch Adenosintriphosphorsiure) Fruc- 
tose nach wie vor energisch dehydriert werden. Wie weiter unten 





®) Biochem. Z. 271, 264 (1934). 10) Diese Z. 232, 213 (1935). 
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sezeigt wird, liegt der wesentliche Anteil der Adenosintriphos- 
phorséure an der Hexosedehydrierung in der Ubertragung ihres 
tabilen Phosphors auf das Substrat; aus der Tatsache, daB Hexose- 
diphosphorsaure durch das Reaktionssystem nicht dehydriert wird, 
kénnen wir folgern, daB dieser Ester nicht das Reaktionsprodukt 
der durch die Adenosintriphosphorsiure bewirkten Phosphorylie- 
rung darstellt, vielmehr liegt es nahe anzunehmen, daB die Reak- 
tion iiber Hexosemonophosphat verliiuft, welches ja das spezifische 
Substrat des Dehydrasesystems ist. 

Es sei hier nur nebenbei darauf hingewiesen, daB aus Hefemacera- 
tionssaft auch eine Dehydrase isoliert werden kann, welche nach Erginzung 
durch Flavinenzym und Co-Enzym den dehydrierenden Abbau von Hexose- 
diphosphat bewirkt; diese Dehydrase ist z. B. in der von uns auch als Alkohol- 
dehydrasepriparat verwendeten ,,Alkoholfillung aus Hefemacerationssaft *® 


enthalten. Wir sind mit dem Studium der Komponenten der Hexosediphos- 
phatdehydrierung beschaftigt und werden dariiber gesondert berichten. 


Natriumpyrophosphat. Die Frage nach dem Wirkungs- 
mechanismus der Adenosintriphosphorsiure im System der Hexose- 
dehydrierung lieB es als notwendig erscheinen, einen eventuellen 
EinfluB von anorganischem Pyrophosphat zu untersuchen. In 
Tab. 2 sind die Ergebnisse dieser Versuche zusammengestellt. 


Tabelle 2. 
Versuchslésungen wie zu Tab. 1 angegeben. — m/10-Natriumpyrophosphat. 


Jeder Ansatz im Thunbergrohr enthiilt 0,4 ccm m/10-Phosphatpuffer py, =7,6, 
0,5 eem Methylenblau 1 ; 5000 
und ist mit Wasser auf 2,0 ccm Gesamtvolumen ergiinzt.’ 

















5]. ei a Flavin- | Co- Adenosin. | Natrium- ” we 
z | Pructose) hydrase | enzym |Zymase| jctsiure| phosphat| zeit” 
Z ecm ecm ecm ecm cem ecm | Minuten 
1 _ 0,25 0,25 0,1 — 0,25 $420 
2 0,25 0,25 0,25 0,1 oa —- >420 
3 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25 — 9 
4 0,25 0,25 0,25 0,1 -— 0,05 400 
5 0,25 0,25 0,25 0,1 os 0,25 190 
6 0,25 0,25 0,25 0,1 oo 0,5 240 
7 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25*) 0,25 190 
8 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25 0,1 11,5 
) 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25 0,25 28 
10 0,25 0,25 0,25 0,1 0,25 0,4 36 




















*) In Versuch 7 wurde an Stelle von Adenosintriphosphorsiure Muskel- 
adenylsiiure verwendet. 


, 
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Aus den Versuchen 1—6 geht hervor, da8 anorganische 


Pyrophosphat nicht imstande ist, die Adenosintriphosphorsiurg 
bei der Hexosedehydrierung zu ersetzen, obwohl ein, allerdingy 


geringfiigiger, aktivierender KinfluB zu bemerken ist, der an ein 


optimale Pyrophosphatkonzentration gebunden zu sein schein} 


Aktivierung ist so gering, da es iiberhaupt fraglich erscheint}; 


ob sie mit der Wirkung der Adenosintriphosphorsaure vergleich- 
bar ist. Fiir das hier balsindelie Reaktionssystem diirfte es jeden- 
falls als sicher gelten, daB die Reaktion nicht so verliuft, dai 
etwa unter der Wirkung einer spezifischen Adenylpyrophosphatase 
freies Pyrophosphat entsteht, welches seinerseits an der Kinleitung 
des Hexoseabbaus beteiligt ist. Im Ansatz 7 wird gezeigt, daB ein 
Zusammenwirken von Muskeladenylsiure und anorganischem Pyro- 
phosphat bei der Hexosedehydrierung nicht in Frage kommt und 
die Ansitze 8—10 zeigen schlieBlich, daB im kompletten, d. h. 
durch Adenosintriphosphorsiiure ergiinzten System anorganisches 
Pyrophosphat mit steigender Konzentration eine leichte Hemmungs- 
wirkung ausibt. Da eine ihnliche, wenn auch noch geringere 
Hemmung mit steigenden Mengen von Orthophosphat beobachtet 
wird, kann der Hemmung durch Pyrophosphat keine weitere Be- 
deutung zugemessen werden. 

Orthophosphat. In den bisher angefiihrten Versuchen war 
immer anorganisches Phosphat in Form von Pufferlésung zu- 
gesetzt worden. Da es fiir den Reaktionsmechanismus von ent- 
scheidender Bedeutung war, die Beteiligung des Orthophosphates 
an der® Reaktion zu kennen, wurde dessen Einflu8 besonders 
untersucht. Es zeigte sich zunichst, wie schon oben angedeutet, 
eine mit steigender Phosphatkonzentration zunehmende Hemmung 
der Dehydrierungsgeschwindigkeit; als wichtigster Befund aber 
ergab sich, daB anorganisches Phosphat fir die Reaktion iiber- 
haupt nicht notwendig ist. Diese letzte Aussage stiitzt sich aller- 
dings nur auf die Beobachtung, daB schon bei sehr kleinen Phos- 
phatmengen die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird; 
ein vollig phosphatfreies System wurde in diesen Thunbergversuchen 
nicht untersucht, da die Zusiitze von Adenosintriphosphorsiure bzw. 
Co-Zymase kleine Mengen von Orthophosphat enthielten. DaB anorga- 
nisches Phosphat tatsachlich nicht in die Reaktion eingreift, wird durch 
die weiter unten beschriebenen quantitativen Versuche bestiitigt. 

In Tab. 3 sind einige Versuche angefiihrt, aus denen der 
HinfluB steigender Phosphatkonzentration (Ansatz 1—3) sowie die 
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yon Phosphatpuffer verwendet werden, wihrend Boratpuffer die 
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ntbehrlichkeit eines besonderen Zusatzes von anorganischem 
Veronalpuffer kann mit Vorteil an Stelle 


eaktion hemmt. 

















Phosphat- Veronal- Borat- Ent- 
Nummer puffer puffer puffer fiirbungszeit 
cem cem cem Minuten 
1 0,25 m/10 8 ~ 4,5 
2 0,1 m/2 _ nit 9,5 
3 0,25 m/2 ; — 21 
4 one 0,4 “ 4,5 
5 ee 0,65 _ 5 
6 a 0,5 35 














Zusammenfassend lift sich auf Grund der bisher beschrie- 
benen Versuche feststellen, daB einzig und allein die Adenosintri- 
phosphorsdure imstande ist, das System der Robisonesterdehydrase 
zum Angriff der nicht phosphorylierten Hexose zu befihigen. Der 
naheliegende Gedanke, daf die Adenosintriphosphorsiure der- 
gestalt fungiert, daB sie ihren labilen Phosphor auf den Zucker 
iibertriigt, wird spiter des naiheren begriindet. In unserem iso- 
lierten System findet eine Resynthese der mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit gebildeten Adenylsiure nicht statt, wie aus der Nicht- 
beeinfluBbarkeit der Reaktion durch Adenylsiure, Phosphagen 
und durch Kombinationen dieser Stoffe geschlossen werden kann. 
Auch der Umstand, daf anorganisches Phosphat entbehrlich ist, 
weist darauf hin, daB die Reaktion nur durch den einmaligen 
Abbau der vorhandenen Adenosintriphosphorsiure gewiahrleistet 
ist; freilich laBt sich die Méglichkeit einer Resynthese durch 
Ubertragung von Phosphat von einem Reaktionsprodukt der 
Dehydrierung auf die entstandene Adenylsiure aus den angefiihrten 
Versuchen nicht ausschlieBen, gegen einen solchen Mechanismus 
sprechen jedoch die unten beschriebenen Phosphorbilanzen. 


3. Die Enzymkomponenten des Systems der Hexosedehydrierung. 


Wir haben in friiheren Untersuchungen gezeigt, daB die 
Dehydrierung des Hexosemonophosphats durch eine spezifische 
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Dehydrase, im Zusammenwirken mit Flavinenzym und Co-Dehydrase 
erfolgt, und wir konnten von dieser Dehydrase eine spezifische 
Alkoholdehydrase der Hefe unterscheiden!’). Fiir die Sicherung 
einer Auffassung itiber den Mechanismus des Zusammenwirkens 
der Robisonesterdehydrase und der Adenosintriphosphorsiure war 
es notwendig, die Dehydrasespezifitat auch fiir das System 
der Hexosedehydrierung festzustellen. Es zeigt sich tatsichlich, 
daB nur solche Dehydraselisungen, die, in Kombination mit 
Flavinenzym und Co-Zymase, Robisonester angreifen, nach Er- 
ginzung durch Adenosintriphosphorsiiure zur Dehydrierung von 
Hexose befihigt sind. AuSer dem W arburgschen Zwischenferment 
(Kohlensaiurefaillung aus Hefemacerationssaft) ist demnach auch 
die rohe Alkoholfillung aus Hefemacerationssaft, welche als 
Alkoholdehydrase sehr aktiv ist, gegen Hexose wirksam, nicht 
dagegen eine spezifische Alkoholdehydrase, die Robisonester nicht 
anzugreifen vermag. Wir haben eine solche auf Alkohol spezifisch 
eingestellte Dehydrase kiirzlich beschrieben!*) (Tab. 4). 


Tabelle 4. 


Versuchslésungen wie zu Tab. 1 angegeben. Ferner Liésung der rohen 
Alkoholdehydrase'): 0,1 g Alkoholfillung in 10 cem m/15-Phosphatpuffer, 
Py=7,6 (Lésung A). — Lésung der spezifischen Alkoholdehydrase?’): 0,1 g 
Trockenpriparat in 10 cem Puffer (Lésung B). Jeder Ansatz enthilt 0,25 cem 
Enzymlésung, 0,25 cem Flavinenzym, 0,1 cem Co-Zymase, 0,4 cem m/10-Phos- 
phatpuffer py = 7,6, 0,5 ccm Methylenblau 
und ist mit Wasser auf 2,0 ccm Gesamtvolumen ergiinzt. 
































Adenosin- 
Nummer Substrat Enzymlésung triphosphor- Ent- 
y sim firbungszeit 
ecm ecm 
1 0,25 Robisonester | Zwischenferment 2 Min 
2 0,25 Fructose - 0,25 45 » 
3 0,25 Robisonester Lésung A - . a 
4 0,25 Fructose » = 0,25 7 -~ 
5 0,25 Robisonester » oo _ >6 Stdn. 
6 0,25 Fructose » = 0,25 >S » 
7 0,25 Alkohol » w _— 14 Min. 


Die in Tab. 4 wiedergegebenen Versuche sprechen fiir die 
Annahme, daB an der Dehydrierung der Fructose dieselbe Dehy- 
drase beteiligt ist, wie an der des Robisonesters, und im ein- 
fachsten Fall kann man weiterhin annehmen, daB die Dehydrierung 
der Fructose bei Gegenwart von Adenosintriphosphorséure iiber 
Hexosemonophosphat als Zwischenstufe verliuft. 
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Bei dieser Annahme ist freilich die Voraussetzung gemacht, 
daB in den Enzymlésungen neben der Robisonesterdehydrase nicht 
noch eine besondere im Fructosesystem spezifisch wirksame 
Dehydrase enthalten ist. Eine Entscheidung in dieser Richtung 
wird wohl erst méglich sein, wenn es gelingt, Hexosemonophos- 
phat als Intermediarprodukt der Fructosedehydrierung eindeutig 
nachzuweisen. Sicher ist aber, daBb in den wirksamen Dehydrase- 
lésungen nur enzymatische Bestandteile (abgesehen von Magne- 
sium, vgl. S. 138) an der Reaktion beteiligt sind, was daraus hervor- 
geht, daB ihre Wirksamkeit auch nach 3 stiindiger Dialyse erhalten 
bleibt, bei 5 Minuten langem Erhitzen auf 100° jedoch verloren gebt. 

a) Trennung von Dehydrase und ,,Phosphorylierungs- 
enzym“, Wie eben hervorgehoben wurde, ist das Warburgsche 
Zwischenferment, das wir im System der Hexosedehydrierung als 
Dehydraselésung verwendeten, dadurch gekennzeichnet, daB es dem 
System nur thermolabile, nicht dialysierbare Komponenten liefert, 
und es ist héchst wahrscheinlich, daB die in der Zwischenferment- 
ldsung enthaltene Robisonesterdehydrase auch die Dehydrierung 
der Fructose bzw. eines aus ihr gebildeten Intermediirproduktes 
bewirkt. Es erhob sich nun die Frage, ob der Mitwirkung der 
Adenosintriphosphorsiiure an der Reaktion eine besondere enzy- 
matische Katalyse zugrundeliegt, mit anderen Worten, ob die 
Ubertragung des Phosphats von der Adenosintriphosphorsiure 
auf das Substrat enzymatisch oder nicht enzymatisch geschieht. 

Mit dieser Formulierung ist eine Auffassung iiber den Reak- 
tionsmechanismus vorweg genommen, die erst durch weiter unten 
mitgeteilte Versuche eine sichere Grundlage erhilt, die aber schon 
den jetzt folgenden Versuchen als leitender Gedanke zugrunde- 
gelegt ist. 

An sich gab es 2 Méglichkeiten, zwischen der Dehydrierung 
der phosphorylierten und der nicht phosphorylierten Hexose einen 
wesentlichen Unterschied zu suchen. Es konnten entweder Robison- 
esterdehydrierung und Fructosedehydrierung durch zwei ver- 
schiedene, in der rohen Enzymlésung enthaltene Dehydrasen 
verursacht sein, oder die rohe Dehydraselésung konnte neben der 
Robisonesterdehydrase ein weiteres Enzym enthalten, dessen Autf- 
cabe in der Vermittlung der Umesterungsreaktion zwischen Ade- 
nosintriphosphat und Hexose besteht. 

Die zweite dieser beiden Méglichkeiten erfuhr im Verlauf 
der Versuche schon eine deutliche Stiitze durch die Beobachtung, 
daB die rohe Dehydraselisung (,,Zwischenferment* nach O. Warburg 
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und W. Christian) beim Aufbewahren wihrend einiger Tage 


die Fahigkeit, im System der Robisonesterdehydrierung zu fun. 
gieren, fast unvermindert beibehielt, wihrend die Dehydrierung 
der Fructose bisweilen merklich schlechter verlief. Die Annahme 
einer zweiten, fiir das Fructosesystem spezifisch notwendigen 
Enzymkomponente war dadurch gestiitzt und es wurden Versuche 
unternommen, das fragliche Enzym von der Dehydrase abzutrennen. 

Lésungen des Zwischenferments, nach O. Warburg und 
W. Christian dargestellt, zeigten beim Vergleich zwischen Robison- 
ester- und Fructosedehydrierung im allgemeinen ein recht kon- 
stantes Verhiltnis der Wirksamkeit. Unter den in Tab. 1 an. 
gegebenen Bedingungen verlief die Fructosedehydrierung etwa 
2—3mal langsamer als die Dehydrierung des Hexosemonophos- 
phats. Wir versuchten nun festzustellen, ob dieses Verhiiltnis sich 
bei wiederholter Umfallung des Enzyms iindert. (Tab. 5). 


Tabelle 5. 


Versuchslésungen wie in Tab. 1 angegeben, aber Zwischenferment wieder- 
holt umgefallt: die Lésung des Zwischenferments wird mit Wasser 10 fach 
verdiinnt und mit Kohlensiiure bei 0° gefillt, die Fillung in der urspriing- 
lichen Menge 0,03°/,igem NaHCO, aufgenommen, von wenig Ungeléstem 
abzentrifugiert. Die Versuchsansiitze mit Robisonester entsprechen dem An- 
satz 1, die mit Fructose (+ Adenosintriphosphorsiure) dem Ansatz 9 in Tab. 1. 




















Entfairbungszeit mit 
NY / ‘“ gi — 
Nummer | ___,,Zwischenferment Robisonester| Fructose 
Minuten | Minuten 
1 Rohlésung. . . . . 2 | 5 
2 imal umgefillt . . 2,5 | 6 
3 2 mal ~ - 2,5 | 14 
4 4 mal - bs oe 5 47 








Es zeigt sich also, daf bei wiederholten Umfiallungen das 
Verhialtnis der Aktivitiiten im System der Robisonester- und der 
Fructosedehydrierung sich zu ungunsten der letzteren verschiebt. 

Die Wirksamkeit der Dehydrase im Fructosesystem konnte 
aber vollstiindig zum Verschwinden gebracht werden, als die 4 mal 
umgefallte Liésung des Zwischenfermentes mit Kaolin behandelt 
wurde; schlieBlich wurde nach der Kaolinbehandlung wiederum 
mit Kohlensiiure gefillt und der Niederschlag in Bicarbonatlésung 
aufgenommen und so eime am Robisonestersystem sehr gut wirk- 
same, im Fructosesystem dagegen voillig unwirksame Enzymlésung 
erhalten. In Tab. 6 ist die Auswertung dieser Enzymlésungen 
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am Robisonester- und Fructosesystem wiedergegeben, und zum 


Vergleich ist danebengestellt die Wirksamkeit einer rohen Zwischen- 
fermentlésung, die so verdiinnt war, daB sie Robisonester mit 
etwa der gleichen Geschwindigkeit dehydrierte wie die mit Kaolin 
behandelten Enzymlésungen. | 


Tabelle 6. 


50cem der 4mal umgefillten Zwischenfermentlésung (Tab. 5) mit 5 eem 
Kaolin nach Willstaétter 20 Minuten lang verriihrt und zentrifugiert 
(Lésung A). — Lésung A bei 0° mit CO, gefillt, Niederschlag in 10 cem 
0,03°/,igem NaHCO, aufgenommen (Lisung B). — 
,Awischenferment“, verdiinnt. 
Zusammensetzung der Ansitze im Thunbergversuch entsprechend Tab. 1. 











7 b Entfirbungszeit mit 
Nummer Enzymlésung lek be ated ace kes ates acest 
Robisonester | Fructose 
1 Lieumg A ..... 6 Min. | >10 Stdn. 
2 Se “ae 5,5 4, ie . 
3 Zwischenferment, roh, | 
verdiinnt. .... . » | 23,5 Min. 


b) Reinigung des rohen Zwischenferments und Tren- 
nung seiner Komponenten durch Adsorption und Elution. 
Die eben beschriebenen Versuche, durch Umfillung und Kaolin- 
behandlung von der Dehydrase der Zwischenfermentlésung einen 
zweiten, im Fructosesystem notwendigen Faktor abzutrennen, ver- 
anlaBten, die Isolierung der beiden Komponenten niaher zu studieren. 

Adsorption an Aluminiumhydroxyd; Elution mit 
Phosphat. In Tab. 7 ist ein Beispiel fiir die hervorragende 
Adsorbierbarkeit der Robisonesterdehydrase und ihre Eluierbarkeit 
mit Phosphat wiedergegeben. Gleichzeitig ergab sich aus diesen 
Versuchen, daB bei wiederholter Elution des Adsorbates Knzym- 
lésungen erhalten werden, die auch im Fructosesystem noch wirk- 
sam sind, wobei die Aktivitit im Vergleich zur Robisonester- 
dehydrierung jedoch geringer ist als bei der Ausgangslisung. 


Tabelle 7%). 


10cem rohe Zwischenfermentlésung wurden mit 3 ccm Aluminiumhydroxyd C, 
(Willstatter) 15 Minuten lang unter gelegentlichem Umschiitteln stehen 
gelassen und zentrifugiert. Das Zentrifugat wird als ,,Restlésung“ bezeichnet. 
Das Tonerdeadsorbat wird eluiert durch 15 Minuten lange Behandlung mit 
5cem m/15-sek. Natriumphosphat: EluatI. Das gleiche Tonerdeadsorbat 
wurde hierauf noch 2mal mit je 3 cem sek. Phosphat eluiert: Eluat If und ITI. 





*) In den Tab. 7—14 entsprechen die Versuchsansitze mit Robisonester 
dem Ansatz 1, die mit Fructose dem Ansatz 9 in Tab. 1. 
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Entfirbungszeit mit 
Nummer Enzymlésung Robisonester| Fructose 
Minuten Minuten 
1 Zwischenferment, roh 2 5 
2 »Restlésung” . 22 40 
3 Eluat I . 2 5,5 
4 ee 2,5 16 
5 . 2a 7 35 











Die Adsorption der Dehydrase gelingt noch vollstiindiger 
aus schwach saurer Lésung: 


Tabelle 8. 


Rohe Zwischenfermentlésung wurde durch Zusatz von Phosphatpuffer aui § 


Pp = 6,5 eingestellt. Adsorption und 2malige Elution des Adsorbates 
entsprechend den Angaben zu Tab. 7. 























Entfirbungszeit mit 
Nummer Enzymlésung Robisonester| Fructose 
Minuten Minuten 
1 Zwischenferment, roh 2 3,5 
2 Restlésung . 180 420 
3 Eluat I . 2 4 
4 » a. 4,5 15 








Adsorption an Aluminiumhydroxyd; Elution mit 
Ammoniak. Durch Anwendung von verdiinntem Ammoniak als 
Elutionsmittel gelang es, Enzymlésungen zu erhalten, die bei aus- 
gezeichneter Wirksamkeit im Robisonestersystem schlecht oder 
sogar tiberhaupt nicht fahig waren, die Fructosedehydrierung zu 
katalysieren (Tab. 9). 

Tabelle 9. 


10 cem Zwischenfermentlésung wurden mit Essigsiure auf py = 6 angesiuert 
und, wie bei Tab. 7 angegeben, mit Aluminiumhydrat adsorbiert. 
Die Elution erfolgte wihrend 15 Minuten mit 0,03°/,igem Ammoniak 
und wurde imal wiederholt. 


























m Entfarbungszeit mit 
Nummer Enzymloésung | 
Robisonester| Fructose 
1 Zwischenferment, roh 2,5 Min. 4,5 Min. 
2 Adsorptionsrestlésung | >10 Stdn. | >10 Stdn. 
3 |), ee 2,5 Min. 8,5 Min. 
4 — ee Sa 9 4. 
5 Tonerdeadsorbat nach 
der 2. Elution. . . 10 oy 80 
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Mit der Ammoniakelution war der Weg gegeben, um die 
Dehydrase vollkommen von dem fiir die Fructosedehydrierung 


'nétigen Begleitenzym zu befreien. Der in Tab. 9 wiedergegebene 


Versuch verlief bei allen Wiederholungen prinzipiell in gleicher 


| Weise, lediglich das Verhiiltnis zwischen Robisonester- und Fruc- 


tosedehydrierungsaktivitaét schwankte bei Anwendung verschiedener 


 Darstellungen des rohen Zwischenferments. So konnte bisweilen 


schon die erste Elution nahezu frei sein von dem Begleitenzym; 
in Tab. 10 ist eine Folge von Adsorption und Elution wieder- 
gegeben, die zu ,,remer, d.h. nur im Robisonestersystem wirksamer 


| Dehydrase fiihrte. 


Tabelle 10. 


Adsorption aus schwach saurer Lésung, wie bei Tab. 9 angegeben, Elution 

mit Ammoniak: ,,Restlésung I‘ und Eluat I. — Die Restlésung noch 1mal 

mit Aluminiumhydrat adsorbiert, das Adsorbat wiederum mit Ammoniak 
eluiert: Restlésung II und Eluat II. 

















" Entfirbungszeit mit 
Nummer Enzymlésung EES Ay 
Robisonester| Fructose 
1 Zwischenferment, roh 1,5 Min. 8,5 Min. 
2 RestléisungI .... ys eS «# 
3  g re 25 » 240 —=sé, 
4 Restlésung Il... . > % oe 4 
5 | eee - ws >8 Stdn. 











c) Versuche zur Isolierung des Begleitenzyms der 
Dehydrase. Bei den vorangehend beschriebenen Versuchen war 
die Robisonesterdehydrase von ihrem Begleitenzym befreit worden. 
Es ergab sich nun weiterhin die Aufgabe, diese interessante zweite 
Komponente der Zwischenfermentlésung selbst zu isolieren. 

Es war denkbar, daB bei der Elution der Tonerdeadsorbate 
mit Ammoniak das Begleitenzym nicht mit eluiert wird, sondern 
auf dem Adsorptionsmittel haften bleibt. DaB es itiberhaupt mit 
adsorbiert wird, geht ja aus den Versuchen der Tab. 7 und 8 
hervor, die zeigen, daB bei Phosphatelution gegen Fructose wirk- 
same Enzymlésungen erhalten werden. Hs stellte sich aber heraus, 
daB bei der Elution mit Ammoniak das Begleitenzym weitgehend 
veschidigt wird, so daB keine Aussicht bestand, es von den 
Adsorbaten nach der Ammoniakbehandlung spezifisch eluieren zu 
kénnen. Die Versuche wurden so durchgefihrt, daB die mit 
Ammoniak behandelten Tonerdeadsorbate kombiniert wurden mit 
den Ammoniakeluaten, welche die Dehydrase enthielten, aber 
gegen Fructose wirkungslos waren. War auf den Adsorbaten 
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noch das Begleitenzym vorhanden, so muBte im Kombinations.§ 


versuch die Fahigkeit zur Fructosedehydrierung wiederhergestel| 
werden. Wie Tab. 11 zeigt, war dies nicht der Fall. 


Tabelle 11. 


Adsorption der Zwischenfermentlésung und Elution wie in Tab.9. Die 


Adsorption wurde 3mal ausgefiihrt, die vereinigten Adsorbate 2mal mit 


Ammoniak eluiert: Adsorptionsrestlésung, Eluate I—II und ,,Adsorbat nach 
Elution“. Letzteres wurde in 5 cem Wasser suspendiert, von der Suspension § 


gelangten 0,25 ecm pro Ansats zur Verwendung. 























‘Entfarbungszeit mit: 
Nummer Enzymlésung Robisonester| Fructose 
Minuten Minuten 
1 Zwischenferment, roh 1,5 3,5 
2 Adsorptionsrestlésung 34 120 
3 > ere 1,5 100 
4 II . 5 > 480 
5 Adsorbat nach Elution 12 120 
6 Eluat II + Adsorbat 
nach Elution. . . 4,5 120 





Die Isolierung des Begleitenzyms gelang schlieBlich durch 
Anderung des p, des Elutionsmittels. Wahrend die Dehydrase 
am besten in schwach alkalischem Medium von der Tonerde ab- 
gelést wird, verhilt sich das Begleitenzym gerade umgekehrt, 
indem es, nach Adsorption aus neutraler Lisung, mittels schwach 
sauren Elutionsmediums abgelést wird. Die Wirksamkeit der 
sauren Elutionen wurde wieder in Kombinationsversuchen mit 
yreiner Dehydrase“ (Ammoniakeluaten, wie in Tab. 9—11 be- 
schrieben) gepriift (Tab. 12). 


Tabelle 12. 
3 ccm Zwischenfermentlésung, 1mal mit Kohlensiure umgefillt, wurden mit 
1cem Aluminiumhydroxyd C, behandelt, das Adsorbat mit Wasser gewaschen 
und mit 2cem Wasser unter Zusatz eines Tropfens 5°/,iger Essigsiure 
wihrend 20 Minuten eluiert (py der Elutionslésung etwa 5,5): ,,Begleitenzym“. 
Als Lésung der ,,reinen Dehydrase“ kam Eluat II (Tab. 11) zur Verwendung. 
































Entfirbungszeit mit 
Nummer Robisonester| Fructose 
Minuten | Minuten 

1 Seapine aay saw . 70 > 480 

2 Reine Dehydrase“ ....... 5 > 480 

3 Begleitenzym + Dehydrase . 7 5 13 

4 Begleitenzym, 5 Min. auf 100° er- 
hitzt, + Dehydrase Pk Ss ee 5 > 480 
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Aus diesem Versuch ergibt sich, daB durch geeignete An- 
wendung von Adsorptions- und LElutionsmethoden die rohe 
Zwischenfermentlisung in zwet Komponenten zerlegbar ist. Die 


| eine von thnen rst die eigentliche Robisonesterdehydrase, die andere 


“-_" | Komponente ist der Stoff, der notwendig ist, um das durch Adenosin- 
e le 


triphosphorsdure ergdnzte System der Robisonesterdehydrierung zum 
Angriff nicht phosphorylierter Hexose zu befdhigen. Diese Kompo- 
nente ist thermolabil (vgl. Ansatz 4 der Tab. 12) und wir wollen 
yorliufig annehmen, da’ sie enzymatischer Natur ist. Selbst- 
verstandlich muB der Charakter dieses Begleitenzyms noch einem 


| eingehenden Studium unterzogen werden. Insbesondere wird die Ent- 


scheidung tiber seine Enzymnatur durch eine genaue Untersuchung 
der Temperaturempfindlichkeit, sowie anderer typischer EKnzym- 


 eigenschaften getroffen werden kénnen. (Uber das Verhalten bei 


der Dialyse vgl. unten). 
Die in einem spiteren Abschnitt erhobenen Befunde iiber 
die Phosphorylierungsvorginge bei der Fructosedehydrierung vor- 


| wegnehmend, diirfen wir annehmen, daB das Begleitenzym die 


Reaktion zwischen Adenosintriphosphorsiure und Fructose ver- 


 mittelt, derart, daB die beiden labilen Phosphorsiurereste der 
_ Adenosintriphosphorsiiure eine Umesterung erfahren, wobei es 


zunichst dahingestellt bleiben muB, ob die Umesterung direkt 
mit Fructose unter Bildung von Fructosemonophosphat oder mit 
einem vorher entstandenen Umwandlungsprodukt der Fructose 
erfolgt. Wir schlagen vor, diese Komponente als ,,Heterophos- 
phatese“ zu bezeichnen. Mit diesem Namen soll eine Abgrenzung 
gegen den Begriff ,,Phosphatese“ getroffen werden, mit dem sich 
die Tatsache einer Veresterung von anorganischem Phosphat ver- 
bindet, ein Vorgang, der in unserem isolierten System der Hexose- 
dehydrierung nicht stattfindet (vgl. S. 128 u. 145). 

Zymohexase: Dieses Enzym, welches die Gleichgewichts- 
reaktion Hexosediphosphorsiiure =™* 2 Dioxyacetonphosphorsiure 
katalysiert 14), ist nach Schaffner und Mitarbeitern '°) im ,,Zwischen- 
ferment“ nur in geringer Menge enthalten und kann leicht véllig 
abgetrennt werden. Wir kénnen diese Angaben Schiaffners be- 
stitigen und fanden in unseren durch Umfallung gereinigten, 
wirksamen Dehydraselisungen keine Zymohexasewirkung bei An- 
wendung der von Schiffner und Mitarbeitern angegebenen Modi- 
fikation der Meyerhofschen Bestimmungsmethode. 


11) 0. Meyerhof u. W. Kiessling, Biochem. Z. 271, 89 (1934). 
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4. Co-Enzyme und Aktivatoren des Systems der Hexosedehydrierung, 
Der Enzym—Co-Enzymkomplex des Systems der Fructose. 
dehydrierung zerfallt offenbar in 2 Teile: 
I. Heterophosphatese, 
II. Robisonesterdehydrase + Co-Enzym + Flavinenzym. 
Adenosintriphosphorsiure ist in diesem System nicht eigent. 
lich als Co-Ferment aufzufassen, sie spielt vielmehr die Rolle eine; 


Substrates (Phosphatdonators). Im Teilsystem II sollte, wen f 


es sich wirklich um das gewoéhnliche System der Robisonester. 
dehydrierung handelt, als Co-Enzym auch das Warburgsche 
Co-Ferment wirksam sein; dies ist tatsiichlich der Fall. Mit 
Warburgschem ,,Co-Ferment II“ erhielten wir die gleiche Reak- 
tionsgeschwindigkeit bei der Fructosedehydrierung wie mit unseren 
gewohnlichen Co-Zymasepriparaten. 


Neuerdings fanden wir, daf Co-Zymasepriparate, die im hiesigen 


Institut nach einer modifizierten Methode}*) dargestellt worden 


sind, sowie besonders hochgereinigte Priaparate 1%) (ACo = 380000 


bis 390000) nicht mehr die Fihigkeit haben, die Robisonester- 
dehydrierung mit Hilfe des Warburgschen Zwischenferments zu 
aktivieren. Dagegen sind diese neuen Priparate nach wie vor 


wirksam im System der Alkoholdehydrase, welche bekanntlich 


durch Warburgsches Co-Ferment nicht aktiviert wird!‘). Unsere 
friiher geiuBerte Anschauung iiber die Wirksamkeit von Co-Zymase 
bei der Robisonesterdehydrierung mu also eine Ergiinzung erfahren. 
Nach unseren neuen, orientierenden Versuchen bedarf die reine 
Co-Zymase noch eines weiteren Faktors, um bei der Robisonester- 
dehydrierung wirksam zu werden. Wir berichten hieriiber in einer 
besonderen Mitteilung 1%), 

Magnesium. Die Vorstellung, da8 in den einleitenden Prozef 
der Fructosedehydrierung eine Art phosphatatischer Reaktion, 
nimlich die Ablésung des leicht hydrolysierbaren Phosphats von 
der Adenosintriphosphorsiure, eingeht, lieB die Notwendigkeit von 
Magnesiumionen als méglich erscheinen. 

Wird eine Lésung von ,,Zwischenferment* dialysiert, so findet 
nahezu keine Schwichung der Dehydrasewirkung im Robisonester- 
system statt, wahrend die Aktivitit der dialysierten Lésung im 
Fructosesystem stark vermindert ist und bei lingerer Dialyse ganz 
ausgeléscht wird. Die Wirkung gegen Fructose kann jedoch nach 





2) Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 288, 148 (1935). 
18) y. Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 234, I (1935). 
138) vy, Euler u. Adler, Diese Z. 235, 164 (1935). 
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mehrstiindiger Dialyse durch Zufiigung von Magnesium zur Reaktions- 
mischung zum groBen Teil regeneriert werden; erst nach sehr 
langer Dialyse vermag auch Magnesium die Aktivitiit im Fructose- 
system nicht wieder herzustellen (Tab. 13). 


Tabelle 13. 
Zwischenfermentlésung, 1 mal umgefillt, aus Kollodiumhiilse gegen flieBendes 
Leitungswasser dialysiert. Nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten 
wurden Proben der dialysierten Lésung in den Systemen der Robisonester- 
und Fructosedehydrierung ohne und mit Zusatz von Magnesium ausgewertet. 
Die Versuchsansitze entsprechen im iibrigen den Ansiitzen 1 bzw. 9 der Tab. 1. 




















i Entfirbungszeit mit 
S — MeCi, j——- sein = 
= ee Robisonester| Fructose 
7, ecm Minuten | Minuten 
1 Nicht dialysiert gj co anbiats — 1,5 8,5 
2 5 Stdn. dialysiert . ..... — 1,5 12 

s | 10 ,, : Te et Se _ 2 200 
‘te . : A eo ae 0,1 2 31 

5 | 20. ,, i pie <a wt 2,5 420 

2: iy oer ae 0,1 2.5 209 











Die Dehydrierung des Robisonesters ist von der Gegenwart 
des Magnesiums offenbar unabhingig. Beziiglich der Fructose- 
dehydrierung zeigt die Tab. 13 ein Nebeneinanderlaufen von 2 Vor- 
giingen: 1, Abdialysieren von Mg-Ionen, wodurch die Aktivierbarkeit 
der Fructosedehydrierung durch Magnesium sichtbar wird, ein 
Effekt, der nach 10 stiindiger Dialyse sehr deutlich in Erscheinung 
tritt; 2. eine Schiidigung der Heterophosphatese im Laufe der 
Dialyse, was zur Folge hat, daB nach 20stiindiger Dialyse auch 
nach Magnesiumzusatz die Dehydrierungsgeschwindigkeit ver- 
schwindend klein bleibt. 

Die Annahme, daB das allmahliche Verschwinden der Wirk- 
samkeit gegen Fructose einfach darauf beruht, dab die Hetero- 
phosphatese bzw. deren katheptische Gruppe abdialysiert, spricht 
nicht gegen den enzymatischen Charakter dieser Komponente, 
vielmehr erscheint die verhiltnismaBig leichte Dialysierbarkeit des 
Stoffes geeignet, ihn der Gruppe der Phosphatasen anzuschlieBen. 
Wie nimlich kiirzlich H. u. E. Albers!) gezeigt haben, wird 
z. B. Nierenphosphatase in ganz analoger Weise durch Dialyse 
irreversibel geschidigt, und dasselbe wurde von diesen Autoren 


auch fir eine Hefephosphatase!*) nachgewiesen. 





14) Diese Z. 232, 165 (1935). 
15) Sy. Vet. Akad. Arkiv Kemi, 12B, Nr. 3 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift physiol. Chemie. OOXXXYV. 
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Da8B die Magnesiumaktivierung an der Heterophosphatese- 
reaktion angreift, wird auch noch durch die in der folgenden 
Tab. 14 dargestellten Versuche deutlich demonstriert. Hier wurde 
die Fructosedehydrierung durch Kombination eines Ammoniak- 
eluates (,reine Robisonesterdehydrase“) und eines sauren Eluates 
(Heterophosphatese) hervorgerufen. Das Ammoniakeluat war griind- 
lich dialysiert und zeigt unvermindert starke Robisonesterdehy- 
drierung, kann aber auch durch Zusatz von Magnesium nicht zum 
Angriff von Fructose veranlabt werden. Die nicht dialysierte 
Lésung der Heterophosphatese enthilt offenbar geniigend Magne- 
sium; nach 2stiindiger Dialyse aber ist bereits eine Schwichung 
eingetreten, die durch Magnesiumzusatz behoben werden kann. 
(Tab. 14). 

Tabelle 14. 


Reine Dehydrase“: Ammoniakeluat, wie Eluat II der Tab. 11. 
Heterophosphatese: ,,Begleitenzym“ der Tab. 12. 






































o stn Entfirbungszeit mit 
= ee M2 . 
= wo ae ie Robisonester | Fructose 
A eem Minuten | Minuten 
1 eine Dehydrase“, dialysiert . — 4,5 > 420 
2 Desgl. 0,1 4,5 360 
3 Heterophosphatese, nicht dialys. 

+ ,,Reine Dehydrase“, dialys. — 4,5 13 
4 Heterophosphatese, 2 Stdn. dialys. 

+,,Reine Dehydrase“, dialys. - 4,5 46 
5 Desgl. 0,1 4,5 12 





Die kinetische Untersuchung, sowohl der Dialysierbarkeit wie 
der Magnesiumaktivierung der Heterophosphatese wird zur Ent- 
scheidung iiber deren Enzymnatur beitragen. Es wire an sich 
denkbar, da die Magnesiumaktivierung direkt an der Adenosin- 
triphosphorsaéure angreift, nachdem Barrenscheen und Filz!%) 
gefunden haben, da das Magnesiumsalz der Adenosintriphosphor- 
siiure zur spontanen Abspaltung des labilen Phosphors neigt. 

Die Frage, ob die Heterophosphatese ein neues Enzym mit 
der spezifischen Funktion der Umesterung des labilen Adenosin- 
triphosphorsaure-P oder ahnlicher Umesterungen ist, oder ob sie 
identisch ist mit einer der bekannten Phosphatasen, kann zur Zeit 
noch nicht entschieden werden. Allem Anschein nach unterscheidet 





6) Biochem. Z. 253, 286 (1932). Vgl. auch K. Lohmann, Biochem. Z. 
262, 137 (1933); sowie die spontane Spaltung der Phosphorbrenztraubensiure 
bei Gegenwart von Hg-Salzen, Kiessling, Ber. chem. Ges. 68, 600 (1935). 
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sie sich von den eigentlichen Phosphatasen dadurch, daB sie nicht 
anorganisches Phosphat aus der Esterbindung freilegt, wenigstens 
geschieht dies nicht in unserem vollstiindigen Reaktionssystem ; 
man kénnte natiirlich annehmen, daB hier der freigelegte P, viel- 
leicht in Form von Pyrophosphat, in statu nascendi, in einer 
besonders reaktionsfahigen Form, sich direkt mit dem neuen 
Substrat verestert. Eine eingehende Untersuchung der Wirkung 
der isolierten Heterophosphatese auf Adenosintriphosphorsiure wird 
zur weiteren Klirung nétig sein, auch wird ein direkter Vergleich 
mit der Wirkung von Phosphatasen, besonders auch der Adenosin- 
triphosphatase!) durchgefiihrt werden miissen. 


5. Sauerstoff als Acceptor der Fructosedehydrierung. 

Wenn die Vorstellung richtig ist, dab der zweite Teilvorgang 
der Fructosedehydrierung vollig dem bekannten Vorgang der 
Hexosemonophosphatdehydrierung entspricht, so mufte Sauerstoff 
an Stelle des in den vorhergehenden Versuchen verwendeten 
Methylenblaus als Acceptor verwertet werden. In der folgenden 
Tab. 15 ist in einer Serie von Atmungsversuchen die aerobe 
enzymatische Fructosedehydrierung veranschaulicht. 


Tabelle 15. 


Substrate, Zwischenfermentlésung, Flavinenzym und Co-Zymase wie in 
Tab. 1. Adenosintriphosphorsiiure: 1 ccm Lésung enthilt 0,48 mg ,,Pyro- 
phosphat-P“. Die Versuche werden im Warburg-Apparat ausgefiibrt; 
im EKinsatz der GefiiBe 0,5 eem 5°/,iges KOH. — Zusammensetzung der 
Reaktionsmischung: 0,5 cem Substrat, 1,0 ceem rohe Zwischenfermentlésung, 
0,5 cem Flavinenzym, 0,3 ecm Co-Zymase, 1,7 cem m/10-Phosphatpuffer 
Dy, = 7,6. Die iibrigen Zusiitze, sowie die Weglassung einzelner Kompo- 
nenten bei den Kontrollversuchen, sind in der Tabelle angegeben. 
Versuchstemperatur 30°. 








Adenosintri- m/10-KON Sauerstoffaufn. 

Nummer | phosphorsdure Bemerkungen “| nach 60 Min. 
ecm ecm emm 
1 oe ei _ 18 
2 0,25 — _ 39 
3 0,5 in = 76 
4 0,625 = 95 
5 1,25 — _ 219 
6 0,5 Keine Co-Zymase — 25 
7 0,5 Kein Flavinenzym — 36 
8 0,5 Kein Zwischenferm. — 10 
9 0,5 — 0,25 111 

















1) E. Jacobsen, Biochem. Z. 242, 292 (1931). Vgl. auch Toshiyaki 
Satoh, J. of Biochem. Tokyo, 21, 19 (1935). 
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Aus Tab. 15, Ansatz 1—5, geht die Abhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit von der Adenosintriphosphorsiuremenge hervor, 
DaB letztere geschwindigkeitsbestimmend ist, ist leicht verstiindlich, 
wenn man sich vorstellt, daB die Sauerstoffaufnahme abhiingig ist 
von der Geschwindigkeit, mit welcher der gleichzeitig mit dem 
Zerfall der Adenosintriphosphorsiure gebildete neue Ester (ver- 
mutlich Hexosemonophosphat) fiir die Dehydrierung nachgeliefert 
wird. Die Ansitze 6—8 zeigen, daB wie im anaeroben Versuch 
auch hier das vollstiindige Dehydrasesystem erforderlich ist und 
in Ansatz 9 ist die Nichthemmbarkeit der Oxydation durch KCN 
nachgewiesen. Es handelt sich demnach ganz bestimmt nicht um 


eine nichtenzymatische, schwermetallkatalytische Oxydation der 


Fructose, wie sie von Warburg, Meyerhof u. a.}%) studiert 
worden ist. 


II. Die Phosphorbilanz im System 
der Fructosedehydrierung. 
(Mitbearbeitet von H. Heiwinkel.) 


Zur Aufklirung des Reaktionsmechanismus, vor allem der 
Beteiligung der Adenosintriphosphorsiiure, kommen hauptsichlich 
2 Wege in Betracht: 

1. die Messung der Verschiebung der Phosphorfraktionen 
wihrend der Reaktion, 

2. die Feststellung der Reaktionsprodukte. 

Wir haben zuniichst den ersten Weg beschritten und in den 
nunmehr zu beschreibenden Versuchen bestimmt, wie sich die Menge 

a) des anorganischen (direkt bestimmbaren) P, 

b) des ,leicht hydrolysierbaren“ (,,Pyrophosphat-“) P und 

c) des iu festerer organischer Bindung vorliegenden Phosphors 
im Laufe der Fructosedehydrierung verindert. 


Zur Methodik. 


Die Phosphorbestimmungen wurden nach der Methode von Fiske und 
Subarrow”) in der Ausfithrungsform, wie sie von T. Teorel1l*’) angegeben 
worden ist, vorgenommen. Als ,,leicht hydrolysierbarer“ P wird die nach 
7 Minuten Hydrolyse in n-HCl bei 100° freigelegte P-Menge, abziiglich des 
direkt bestimmbaren P, entsprechend den Untersuchungen von K. Loh- 
mann*'), angesehen. Der in festerer organischer Bindung vorliegende 





8) O. Warburg u. Yabusoe, Biochem. Z. 146, 380 (1924); O. Meyer- 
hof u. Matsuoka, Biochem. Z. 150, 1 (1924). 

%) J. of Biol. Chem. 66, 375 (1925). 

*°) Biochem. Z. 230, 1 (1931) und 232, 485 (1931). 

*1) Biochem. Z. 203, 164 (1928). 
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Phosphor zerfallt in 2 Fraktionen, nimlich diejenige, welche nach 180 Minuten 
Hydrolyse in n-HCl bei 100° freigelegt wird, (abziiglich des anorganischen 
und des ,,leicht hydrolysierbaren“ P), und die Restfraktion, die auch nach 
gstiindigem Erhitzen nicht gespalten wird. Die erste dieser beiden 
Fraktionen ist im folgenden zum Unterschied vom Pyrophosphat-P als 
.180-Minuten-P“, die zweite als ,schwer hydrolysierbarer P‘ bezeichnet. 

In der gréBeren Anzahl der Versuche wurde gleichzeitig die Sauer- 
stoffaufnahme verfolgt, um ein genaues Bild iiber den Fortschritt der 
Dehydrierungsreaktion zu gewinnen; es wurde so vorgegangen, da8B mehrere 
gleiche Ansiitze gleichzeitig im Warburgapparat geschiittelt wurden; nach 
bestimmten Zeiten wurde jeweils ein Versuch unterbrochen und der Inhalt 
des SchiittelgefiBes auf die verschiedenen P-Fraktionen analysiert. Vor 
Beginn des Versuches wurden Zwischenferment, Co-Zymase, Flavinenzym 
und Pufferlésung gemischt (Mischung A). Die Phosphorbestimmungen zur 
Zeit t= 0 wurden so vorgenommen, da zuerst eine bestimmte Menge der 
Mischung A und hierauf die entsprechenden Mengen der Fructose- sowie 
Adenosintriphosphatlésung in die Trichloressigsiure einpipettiert wurden. Im 
Trichloressigsiurefiltrat wurde sodann die Menge der einzelnen P-Fraktionen 
bestimmt. Die Versuchslésungen sind die gleichen wie bei Tab. 15 angegeben 
ist, jedoch ist als Pufferlésung der Veronal—Acetatpuffer nach Michaelis, 
Py = 7,8, verwendet. 

Ergebnisse. 


1. Im folgenden sei ein typischer Versuch der Phosphorbilanz- 
bestimmung beschrieben. 


Mischung A: 6,0 ecm Zwischenfermentlésung, 1 mal umgefallt + 
3,0 cem Flavinenzym + 1,8 cem Co-Zymase + 11,7 ecm Veronal-Acetatpuffer. 

Lésung B: 10°/,ige Fructose. 

Lésung C: Adenosintriphosphorsaures Natrium. 

Versuchsansitze: Zur Messung der Sauerstoffaufnahme wurden 
2 Ansitze im Warburgapparat von gleicher folgender Zusammensetzung her- 
cestellt: 8,75 cem Mischung A + 0,25 eem Loésung B + 1,0 cem Lésung C. 
Mischung A und Liésung C wurden in den Hauptraum des WarburggefiBes, 
Lisung B in den Anhang einpipettiert, die Mischung erfolgte nach Ein- 
stellung der T’emperaturkonstanz. 

Ein weiterer Ansatz ohne Fructose diente als Kontrolle; die Fructose 
war durch Wasser ersetzt. In allen drei Ansitzen wurde die Sauerstoff- 
aufnahme verfolgt; nach 2'/, Stunden wurde der erste der beiden Versuchs- 
ansitze unterbrochen und zur Phosphatanalyse gebracht, nach 4'/, Stunden 
der zweite, sowie der Kontrollansatz. 

Phosphatanalysen: 1. Analyse der Lésung C (Adenosintriphosphor- 
saure): 

a) Bestimmung des anorganischen Phosphats: 0,4 cem Lésung C + 
1,6 eem Wasser in 2 ccm Trichloressigsiure einpipettiert. Von der Mischung 
1,5 cem zur Bestimmung des anorganischen P verwendet. Zur Erzielung der 
gleichen Siurekonzentration wie in den Bestimmungen der hydrolysierbaren 
P-Fraktionen wurde zum Gemisch der P-Analyse 1,5cecm 2n-HCl hinzugefiigt. 

b) Bestimmung des ,,leicht hydrolysierbaren“ P: 0,2 cem Lésung C + 
1,8 cem Wasser in 2 cem Trichloressigsiiure einpipettiert. Vom Gemisch 
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2cem + 2cem 2n-HCl im zugeschmolzenen Rohr 7 Minuten auf 100° er- 
hitzt; vom Hydrolysat 3 cem zur Bestimmung. 

c) Bestimmung des ,,180-Minuten-P“: Ansatz wie bei b), jedoch 
180 Minuten lang hydrolysiert. Vom Hydrolysat 3 ccm zur Bestimmung. 

2. Bestimmung der Phosphat-Fraktionen in den Versuchsansitzen zur 
Zeit ¢ = 0: 

a) Anorganischer P: 1,5 ccm ,,Mischung A“ + 0,1 cem Lésung B + 
0,4 cem Lésung C in 2 cem Trichloressigsiure einpipettiert; vom Filtrat 
1,5 cem zur Bestimmung. 

b) und ce) Dieselben Mengen von Versuchslésungen wie bei a) in 2 cem 
Trichloressigsiure. Hydrolyse der Filtrate 7 bzw. 180 Minuten. 

3. Bestimmung der Phosphatfraktionen in den Versuchsansiitzen, sowie 
im Kontrollansatz ohne Fructose nach der Zeit ¢ = 150 bzw. 270 Minuten: 

a) Anorganischer P: 2 cem des Versuchsgemisches aus dem Warburg- 
gefi8B in 2 ecem Trichloressigsiure; vom Filtrat 1,5 ccm zur Bestimmung. 

b) und e) je 1 cem des Versuchsgemisches aus dem WarburggeféiB + 
1 cem Wasser in 2 cem Trichloressigsiure. Hydrolyse der Filtrate in n-HC! 
7 bzw. 180 Minuten. 


Tabelle 16. 


Sauerstoffaufnahme. 
































? 7 Sauerstoffaufnahme in cmm 
Nummer Versuch ie 
nach 150 Min. | nach 270 Min. 
1 150-Minutenversuch ... . 192 ao 
2 270-Minutenversuch ... . 192 250 
3 Kontrolle ohne Fructose. . 5 | 10 
Phosphorbilanz. 


Die nach dem oben angegebenen Vorgang erhaltenen Werte fiir die 
verschiedenen P-Fraktionen sind auf den ganzen Ansatz (5 ccm) berechnet. 

Die verwendete Lésung von adenosintriphosphorsaurem Natrium 
(Lésung C) enthielt in 1 cem (entsprechend der Menge in einem Versuchs- 
ansatz): 


I. Anorganischer P........ 0,070 mg 
II. ,,Pyrophosphat-P“ ...... . 0,475 mg 
III. ,,180-Minuten-P“. . ...... 0,208 mg 


In Tab. 17, Zeile I—III, sind die P-Analysen zu Beginn des 
Versuches sowie nach 150 und 270 Minuten, ferner fiir den Kontroll- 
versuch ohne Fructose nach 270 Minuten wiedergegeben. Der 
wesentliche Effekt ist die Abnahme der Pyrophosphatfraktion, 
(Zeile V, aus Zeile II berechnet) im Versuch; in der Kontrolle tritt 
nur eine unbedeutende Senkung des Pyrophosphat-P zutage. Im 
Kontrollversuch tritt die kleine verschwundene Pyro-P-Menge voll- 
stiindig als freies Phosphat wieder auf, ist also wahrscheinlich das 
Produkt eines schwachen Spontanzerfailes oder einer phospha- 
tatischen Reaktion; der Zuwachs des anorganischen P im Versuch 
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ist zwar héher als bei der Kontrolle, vermag aber doch nur einen 
kleinen Teil des Pyro-P-Schwundes zu decken. Es ergibt sich 
also, daB der verschwundene Pyrophosphat-P zum gréBten Teil 
in organische (nicht in 7 Minuten hydrolysierbare) Bindung iiber- 
gegangen ist. Nimmt man (im ungiinstigsten Falle) an, dab 
der gesamte neugebildete anorganische P aus der Adenosintri- 
phosphorsiure stammt, so ergibt die Differenz zwischen Pyro-P- 
Schwund und Zuwachs an anorganischem P denjenigen Anteil 
der bei Versuchsbeginn vorhandenen Menge an Pyrophosphat-P, 
der in festere organische Bindung iibergefiihrt, d. h. umgeestert 
worden ist (Zeile VI). (DaB es sich bei der leicht hydrolysierbaren 
P-Fraktion wirklich um den labilen P der Adenosintriphosphor- 
siiure handelt, geht aus dem Vergleich der 0-Werte des Versuches 
mit der Analyse der Adenosintriphosphatlésung hervor). 


Tabelle 17. 























mg P nach 
a b c d 
P-Fraktion | | | Kontr. ohne 
0 Min. | 150 Min. | 270 Min.| Fructose 
| | 270 Min. 
I. Anorganischer P. .. . 0,070 0,126 | 0,130 0,102 
II. ,,Pyrophosphat-P“ .. . 0,498 0,297 0,230 0,466 
III. ,,180-Minuten-P“ . . . . | 0,310 0,428 0,467 0,299 
(b—a) | (c—a) | (d—a) 
IV. Zuwachs an anorg. P. . 0,056 | 0,060 0,032 
V. Schwund an ,,Pyroph.-P“ 0,201 | 0,268 0,032 
VI. In festere Bindung iiber- | 
gegangener ,,Pyroph.-P“ 
Oy Meet: EV) .cia 2 ss 0,145 | 0,208 0 
VII. Von VI als ,,180-Min.-P“ 
bestimmbar (aus Zeile III) 0,118 0,157 0 
VIII. Von VI als ,,schwer hy- 
drolysierbarer P“ vorlie- 
gend (VI minus VII). . 0,027 0,051 0 


Gleichzeitig mit dem Verschwinden des ,,leicht hydrolysier- 
baren* P erfolgt eine Vermehrung der in 180 Minuten abspalt- 
baren P-Menge, welche einen groBen Teil der umgeesterten Pyro- 
P-Menge deckt (Zeile VII, errechnet aus Zeile III), Ein Rest des 
verschwundenen Pyrophosphat-P, der weder als anorganischer 
noch als ,,180 Minuten-P“ wiedergefunden wird, liegt offenbar als 
schwer hydrolysierbarer Ester vor (Zeile VIII). 
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In Fig. 1 sind Sauerstoffaufnahme und Umesterung des 
» yrophosphat-P“ nebeneinander aufgetragen. 
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Fig. 1. 
O,-Aufnahme (Kurve I) und Umesterung des ,,Pyrophosphat-P* (11). 


Es ware natiirlich yon besonderem Interesse, das Verhiiltnis zwischen 
umgeestertem P und Sauerstoffaufnahme festzustellen; aus den bisher vor- 
liegenden Zahlen kénnen aber noch keine definitiven Schliisse gezogen 
werden, da das Verhiiltnis bei verschiedenen Versuchen (in gleichen Zeit- 
punkten der Reaktion) verschieden ausfiel. Ein Grund hierfiir ist, daB der 
Phosphorumsatz unabhiingig von der Dehydrierung verliuft, wie unten ge- 
zeigt wird, das Verhiiltnis also bestimmt wird durch das jeweilige Ver- 
hiltnis der Aktivititen von Heterophosphatese und Dehydrase in den 
Zwischenfermentlésungen; ein weiterer Grund liegt darin, daB wihrend der 
Reaktion eine Verschiebung des py nach der sauren Seite erfolgt, was 
sicher eine Hemmung der Dehydrierungsreaktion mit sich bringt. Leider 
verfiigen wir (auBer dem hier nicht zweckmiBigen Phosphatpuffer) iiber 
keinen Puffer mit geniigender Kapazitit in dem fiir die Dehydrierung 
giinstigen Gebiet. Aus dem obigen Versuch errechnet sich fiir das erste 

umgeesterter P 1 


Intervall (0—150 Minuten) ein molares Verhiltnis —— = ——, 
aufgenommener O, = 1,8 





« 


liiufig annehmen diirfen, daB pro Mol umgeesterten »Pyrophosphat-Phos- 
phors* etwa 2 Mol O, verbraucht werden. 

Die im Laufe der Reaktion eintretende Saiuerung der Ver- 
suchslésung (nicht des Kontrollansatzes) laBt auf die Bildung eines 
stark dissoziierten sauren Oxydationsproduktes (Phosphoglycerin- 
siure?) schlieBen. Die Hauptmenge des umgeesterten P kann jedoch 
wegen ihrer Spaltbarkeit bei 3 Stunden Hydrolyse nicht als Phospho- 
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fiir das zweite Intervall (150—270 Minuten) = Man wird also vor- 
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gly cerinsiure vorliegen; wahrscheinlich handelt es sich um Ge- 
mische aus den primiren Umesterungsprodukten und deren Debhy- 
drierungsprodukten. Daf MHexose-di-phosphorsiure nicht als 
Zwischenprodukt in Frage kommt, wurde bereits erértert (S. 128). 

Natriumfluorid ist ohne Einflu8 auf den Ausfall der 
p-Bilanz. In einem nach dem obigen Beispiel durchgefiihrten 
Versuch fanden wir nach 240 Minuten Reaktionsdauer (Tab. 18): 


Tabelle 18. 














_ Versuch s 
ee NaF mit NaF 
mg mg 
I, Tiseinienee eeaiasiion pe, . — 0,435 0,405 
II. Von I als ,,180 Min.-P“ wiedergefunden — 0,285 0,275 
(II. Von I in schwer hydrolysierbarer Form ge- 
bunden (Iminus II). ...... ; 0,148 0,130 


Eine typische durch NaF beeinfluBbare Reaktion, wie etwa 
die Gleichgewichtsreaktion Phosphoglycerinsiure <-> Phospho- 
brenztraubensiiure?*) findet in diesem System also ‘nicht statt. 
Natriumfluorid verursacht aber eine Beschleunigung der Sauer- 
stoffaufnahme in den ersten 30 Minuten, woraus geschlossen 
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Fig. 2. 
Sauerstoffaufnahme im Versuch zu Tab. 18. Kurve I: ohne NaF; Kurve II: mit NaF. 


22) K, Lohmann u. O. Meyerhof, Biochem. Z. 273, 60 (1934). 





148 Hans vy. Euler und Erich Adler, 


werden kann, daB es die Umesterung unter Bildung des Deby. 
drierungssubstrates fordert (Fig. 2). 

2. Unabhiangigkeit der Umesterung von der Deby. 
drierung. Das Verschwinden von ,,Pyrophosphat-P“ unter gleich. 
zeitigem Anwachsen des ,,180 Minuten-P“ sowie der schwer hydro. 
lysierbaren P-Fraktion geht auch vor sich, wenn man dem System 
die Méglichkeit zur Dehydrasefunktion nimmt, indem man z. B. 
Flavinenzym und Co-Zymase aus dem System wegliBt. 

Die Durchfiihrung eines solchen Versuchs mit verhinderter 
Dehydrierung entspricht ganz dem auf 8. 143 beschriebenen Bei- 
spiel, nur sind Flavinenzym und Co-Zymase durch Wasser ersetzt. 
Kine Sauerstoffaufnahme trat in diesen Versuchen nicht ein; von 
den P-Werten seien der Raumersparnis halber nur die aus den 
Analysen sich ergebenden Anderungen der P-Fraktionen an- 
gefiihrt (Tab. 19). 

Tabelle 19. 









































Kontrolle Vv h Kontrolle 
Versuch nach ohne niger ohne 
Fructose | ™it NaF Fructose 
ceiniswcine cai nach | mit ? 
a : nach 
120 Min. 240 Min. 240 Min. | 249 Min. 240 Min. 
mg P 
I. Zuwachs an anorg. P| 0,012 | 0,030 0 0,015 0,015 
II. Umgeesterter ,,Pyro- 
phosphat-P“ . .. 0,187 | 0,213 0 0,214 0 
III. Von Ifals,,180 Min. -pé 
bestimmbar. .... 0,135 | 0,047 0 0,048 0 
IV. Von II in schwer hy- 
drolysierbarer Form 
gebunden. ..... 0,052 | 0,166 0 0,166 0 














Der Versuch (Tab. 19) liefert eine starke Stiitze dafiir, dai 
die Umesterungsreaktion zwischen Adenosintriphosphorsdure und 
Fructose eine von der nachfolgenden Dehydrierung prinzipiell un- 
abhdngige Reaktion darstellt, katalysiert vom System Heterophos- 
phatese + Mg (vgl. 8. 187—139). Der endgiiltige Beweis muB ge- 
liefert werden durch das Studium der isolierten Heterophosphatese. 

Aus Tab. 19 liBt sich fernerhin mit einiger Wahrscheinlich- 
keit der SchluB ziehen, daB das Produkt der Heterophosphatese- 
reaktion Robisonester ist: sowohl bei Abwesenheit wie bei An- 
wesenheit von NaF werden von dem umgeesterten P 22°/, nach 
3 stiindiger Hydrolyse wiedergefunden. Fiir den Robison-Embden- 





11) 











Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. VI. 


149 


Gleichgewichtsester liegt diese Zahl bei 29,5°/, *%); der niedrigere 
' Wert in unserem Versuch kénnte durch gleichzeitige Bildung 


anderer, noch schwerer hydrolysierbarer Ester erklirt werden. 
Nach den ersten 2 Stunden der Reaktion lag iibrigens ein zu 
72°/, hydrolysierbares Produkt vor, was fiir das Vorwiegen von 


| Neubergester in diesem Stadium sprechen kinnte. Natriumfluorid 
- iibt auch im System ohne Dehydrierung keinen Einflu8 aus. 


Ks soll darauf hingewiesen werden, daf der Anteil des in 
3 Stunden hydrolysierbaren Esters bei verschiedenen Versuchen 
Schwankungen uuterworfen war, vielleicht verursacht durch Ver- 
schiedenheiten der Zwischenfermentlésungen: Tab. 20 gibt einen 
Versuch wieder, der wie der vorangehende ohne Flavinenzym- 
und Co-Zymasezusatz ausgefihrt ist. 


Tabelle 20. 








I. 
If. 
IT. 
iv. 


Robisonester, nicht aber Fructose dehydriert (vgl. S. 135). 


mg P nach 











Zuwachs an anorg. P.... 
Umgeesterter ,,Pyroph.-P“ . 
Von II als ,,180 Min.-P“ be- 
ee re 
Von II in schwer hydroly- 
sierbarer Form vorliegend . 





0 | 0 | 0 

0,008 | 0,032 | 0,247 | 
0,004 | 0,028 | 0,147 | 
ws us 0,100 | 


30 Sek. | 2 Min. | 30 Min. | 180 Min. 


0,013 
0,419 


0,388 


0,031 


Im Gegensatz zum vorangehenden Versuch (Tab. 19) nimmt hier 
der schwer hydrolysierbare Anteil im Laufe dér Reaktion ab (Zeile IV). 
Dies kénnte mit einem Ubergang von Robisonester in den leicht 
hydrolysierbaren Harden-Young-Kster erklirt werden, ein Vorgang, 
der bei intakter Dehydrierung nicht méglich ist, da das gebildete 
Monophosphat durch den Dehydrierungsvorgang weggeschafft wird. 
38. Notwendigkeit der Umesterung fiir die Fructose- 
dehydrierung. In einem kompletten System, das an Stelle des 
rohen Zwischenfermentes die ,,reine Dehydrase“ enthalt, wird nur 


In 


einem solchen System (mit Fructose als Substrat) findet auch 


keinerlei Verinderung der Pyrophosphat-Fraktion statt. 


Damit 


ist der Beweis erbracht, daB zum Zustandekommen der Fructose- 
dehydrierung die vorausgehende Umesterung des labilen Phos- 
phates der Adenosintriphosphorsiiure erforderlich ist. In der 





28) K. Lohmann, Biochem. Z. 262, 140 (1933). 
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" 


,reinen Dehydrase* fehlt das hierzu notwendige Enzym, die HeterqBari 


phosphatese. ris¢ 
, ind 

Besprechung der Ergebnisse. 4 : 

— y q : Ie 

Auf Grund der vorliegenden Arbeit und in Zusammenhang,,.., 

mit den in der Kinleitung angefiihrten Beobachtungen andere. 


Autoren kann es keinem Zweifel unterliegen, daB die Umesterun Witt 
der Adenosintriphosphorsiure einen entscheidenden Anteil an dei 
Phosphorylverungsreaktionen nimmt, die den Kohlenhydratabbau i 
Zellen und Zellsiiften einleiten. In einer Beziehung unterscheide 
sich der in unserem, aus den einzelnen Komponenten aufgebauter 
System ablaufende Vorgang von demjenigen in rohen Enzymq__,, 
systemen: in letzteren ist hiufig mit dem Abbau des Kohlenhydrat: in 
eine Veresterung von anorganischem Phosphat verkniipft, in unserengy 3, 


KONI 
noch 
ripl 

er( 


kiinstlichen System bleibt die Fraktion des anorganischen Phos); 
phors unberiihrt. Wenngleich die Phosphatveresterung in natiirf,,_, 


lichen Systemen nicht immer ein notwendiges Erfordernis fiir denf., » 
Ablauf der Spaltung ist, so besteht doch meist die Fahigkeit zur 


seeeie- bile 
Synthese von Estern aus anorganischem Phosphat; bisweilen kannfq, ,., 
Phosphorylierung erfolgen, ohne dai das System glykolytischf 


wirksam ist. Es scheint, dais bei der Muskelglykolyse auf Grundf 
einer noch nicht niher aufgekliirten Verkniipfung die Phosphory-f,. 
lierung sowohl durch Umesterung der Adenosintriphosphorsiure als 
durch Veresterung von freiem Phosphat erfolgen kann. 

Bei der Hefegirung findet die Veresterung von anorganischem 
Phosphat ihren Ausdruck schon in der Harden-Youngschen 





Girungsgleichung $08 
: kla 

2 Glucose + 2 Phosphat = 1 Hexosediphosphat + 2 CO, + 2 Alkohol. erk 
Durch diese summarische Gleichung wird jedoch nicht aus-§° 
seschlossen, daB neben der Phosphatveresterung eine intermediire} “I 
Phosphorylierung von Glucose durch Umesterung eines Phosphat-§"" 
Donators erfolgt, dessen Dephosphorylierungsprodukt reversibel §*" 
wieder verestert wird. Es mui das Ziel weiterer Untersuchung be 
sein, festzustellen, ob auch bei der Hefegiirung die Adenosin- fY° 


triphosphorsiiure (oder ein ihnlicher reversibler P-Spender) an 
Phosphorylierungsvorgiingen beteiligt ist. Fiir diese Méglichkeit f** 
gibt es bereits eine Reihe von Argumenten. Zunichst hat Loh- 
mann**) die Existenz von Adenosintriphosphorsdure in lebenden 
Hefezellen wahrscheinlich gemacht durch den Nachweis, dab durch 


*4) Biochem. Z. 241, 67 (1931) und zwar S. 74. 
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e HeterBarium- und Bleisalzfallungen aus Trichloressigsiureextrakten yon 
rischhefe die Glykolyse in Muskelextrakt in ihnlicher Weise aktiviert 
ird wie durch Adenosintriphosphorsiure aus Muskel. In Versuchen, 
lie Kand. Magnts Pétursson am hiesigen Institut begonnen hat, 
yurde gefunden, daB aus Frischhefe Priparate dargestellt werden 
knnen, die in dem Fructosedehydrierungssystem der vorliegenden 
Mitteilung an Stelle von Muskeladenosintriphosphorsiure fungieren 
kinnen. Wenngleich eine Identifizierung des wirksamen Stoffes 
noch nicht méglich war, so kann doch das Vorliegen von Adenosin- 
riphosphorsiiure mit einiger Wabhrscheinlichkeit angenommen 
erden. Zumindest ist es damit gelungen, das Fructosedehydrie- 
ingssystem, biologisch gesehen, homogen zu gestalten, indem 
seine simtlichen Komponenten aus Hefe gewonnen sind. Dab 
Adenosintriphosphorsiiure in der zellfreien Girung wirksam be- 
eiligt sein kann, geht aus weiteren Versuchen hervor, in denen 
ezeigt wurde, daB die Induktion der Girung von Hefemacerations- 
saft durch Adenosintriphosphorsiure aufgehoben werden kann; 
ullerdings scheint Hexosediphosphat als induktionsaufhebender 
Stoff iiberlegen zu sein. Diese Befunde schlieBen sich an friihere 
on Lohmann”) erhobene an. 

Wir nehmen an, daB bei der Girung der intakten Hefezelle 
die beiden Wege der Phosphorylierung nebeneinander bzw. in Ab- 
hingigkeit voneinander verlaufen, nimlich die Umesterung der 
Adenosintruphosphorsdure sowve die Veresterung von frevem Phosphat. 

Die Phosphorylierung durch anorganisches Phosphat, die mit 
dem Begriff ,,Phosphatese“ verkniipft ist, laBt bisher noch keinen 
klaren Zusammenhang mit der Phosphorylierung durch Umesterung 
hol. erkennen. Prinzipiell ist der erstere Phosphorylierungsmechanismus 
dadurch gekennzeichnet, daB er an die Gegenwart von Hexose- 
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ediireiphosphat gekniipft ist, wie schon R. Nilsson?) an T'rockenhete 
sphat-pUnd in jimgster Zeit A. Schaffner, K. Bauer und H. Berl”) 


srgibe] $20 gereinigten Knzymsystemen gezeigt haben. Die letzteren Autoren 

bestatigten auch die Auffassung Nilssons, da die Veresterung 
von anorganischem Phosphat nur bei gleichzeitig vor sich gehender 

r) an |Oxydoreduktion erfolgt; die Umesterung der Adenosintriphosphor- 

chkeit PSiure ist dagegen davon unabhingig. 

Loh- In einer soeben erschienenen Mitteilung berichten O. Meyer- 

hof und W. Kiessling**) iiber den Befund, da8& das Phosphat 
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25) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10A, Nr. 7 (1930). 
26) Naturw. 23, 501 (1935). 
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von Phosphobrenztraubensiure in Hefemacerationssaft bei Gegen. 
wart von Glucose eine Umesterung erfihrt unter Bildung vor 
Hexosedi- und Hexosemonophosphat, und da bei erméglichter 
Oxydoreduktion gleichzeitig anorganisches Phosphat mit einen 
weiteren Molekiil Glucose verestert wird. Auch hier ist die Um. 
esterungsreaktion unabhingig, die Veresterung des anorganischer 
Phosphats aber abhangig von der Oxydoreduktion der Spalt. 
produkte. In der von Meyerhof und Kiessling beschriebene: 
Reaktion wird eine Beteiligung von Adenosintriphosphorsiure nicht 
diskutiert; es erscheint aber trotzdem méglich, daf die Umeste. 
rung der letzteren Substanz gleichfalls eine Rolle spielt. Es kam 
an die Méglichkeit gedacht werden, daB die Phosphatiibertragung 
von der Phosphobrenztraubensiiure aus nicht direkt, sondern iiber 
die im Macerationssaft sehr wahrscheinlich enthaltene Adenylsiure 
erfolgt. Dies wire auf Grund der von Meyerhof und Lohmann” 


im Muskelextrakt gefundenen Reaktion der Ubertragung des Phos-f 


phors von Phosphobrenztraubensiure auf Adenylsiiure sehr woll 
verstiindlich. Wir hoffen, durch weitere Verfolgung der Umeste- 
rungsreaktionen im isolierten System die Rephosphorylierung de: 
bei der Umesterung entstandenen Adenylsiiure erzielen und damit 
den Kreislauf des gebundenen Phosphats verwirklichen zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Das System der Hexosemonophosphatdehydrase wird durch 
Zusatz von Adenosintriphosphorsiure befihigt, nicht phosphory- 
lierte Hexose oxydativ anzugreifen. Adenosintriphosphorsiure 
konnte in diesem System durch keinen anderen Stoff und nicht 
durch Kombinationen anderer Stoffe (Adenylsiure, Kreatin, Phos- 
phagen, Natriumpyrophosphat, Hexosediphosphat) ersetzt werden, 

2. In der im System der Fructosedehydrierung wirksamen 
Lésung des ,,Zwischenfermentes“ konnten zwei enzymatische Kom- 


ponenten erkannt werden. Die eine davon ist die Dehydrase, dic} 


nach Erginzung mit Flavinenzym und Co-Enzym Hexosemono- 
phosphat, aber nicht Fructose dehydriert, die andere Komponente 
erginzt zusammen mit Adenosintriphosphorsiure das Robisonester- 
Dehydrasesystem zum Angriff yon Hexose. 

3. Die durch die zweite enzymatische Komponente kataly- 
sierte Reaktion ist offenbar die Ubertragung der labilen Phosphat- 





*7) Naturw. 21, 337 (1935). Vgl. auch J. K. Parnas, P. Ostern u. 
T. Mann, Biochem. Z. 275, 164 (1935), sowie D. M. Needham u. W. E. 
van Heyningen, Nature 1935, 385. 
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erste der Adenosintriphosphorsiure auf die Hexose; diese Reak- 
tion wird durch Magnesium aktiviert. Fiir das phosphatiibertragende 
Enzym wird der Name ,Heterophosphatese“ vorgeschlagen. 


4. In dem die Dehydrierung bewirkenden Teil des Systems 
kann die Robisonesterdehydrase nicht durch spezifische Alkohol- 
dehydrase ersetzt werden. An Stelle von Co-Zymasepriparaten 
ist auch Warburgsches Co-Ferment wirksam. 


5. Die Umesterungsreaktion wird durch Bestimmung der 
Phosphatverschiebungen in den Fraktionen des ,,direkt bestimm- 
haren“, des ,,leicht abspaltbaren“ und des in 180 Minuten hydroly- 
sierbaren, veresterten Phosphates verfolgt. 

6. Die Umesterung der Adenosintriphosphorsiure mit Fruc- 
tose erfolgt bei Gegenwart der Heterophosphatese auch dann, 
wenn eine Oxydoreduktion im System nicht stattfindet. 

7. Auf Grund der Hydrolysierbarkeit des bei der Umesterungs- 
reaktion gebildeten Esters kann vermutet werden, daf Robison- 
ester vorliegt. 

8. Man kennt also jetzt 2 Wege der Phosphorylierung, namlich 
a) die Veresterung von anorganischem Phosphat; sie ist an den 
Ablauf von oxydoreduktiven Prozessen gekniipft, und b) die in 
dieser Arbeit studierte Phosphorylierung durch Umesterung des 
labilen Phosphats der Adenosintriphosphorsiiure; sie ist unabhingig 
von der Oxydoreduktion. 
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Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. VII’). 
Zur Kenntnis der Milchsaéuredehydrase aus Hefe. 


Von 


Erich Adler und Moritz Michaelis. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juli 1935.) 


In friiheren Mitteilungen dieser Untersuchungsreihe wurde 
iiber die Komponenten der Systeme der Alkohol-!*), Hexosemono- 
phosphat-*) und Glucosedehydrierung *) berichtet; diese Dehydrie- 
rungssysteme wurden, ausgehend von der Entdeckung des ,,gelber 
Ferments“ (Flavinenzyms) und seiner Wirkungen durch O. War. 
burg und W. Christian‘), als typische ,,Flavinenzymsysteme’ 
erkannt. Ferner fanden Wagner-Jauregg, Rauen und Méller', 
daf auch die Dehydrierung von Apfelsiiure und wahrscheinlicl 
eine ganze Reihe weiterer Dehydrierungsvorginge auf dem Zu- 
sammenwirken einer ungefirbten Dehydrase, eines Co-Enzyms uni 
des Flavinenzyms beruhen. 

Ks war nun von besonderem Interesse, nach Dehydrierungs- 
vorgingen zu suchen, die durch einen anderen Mechanismus ge- 
kennzeichnet sind, und wir wihlten die Milchsiuredehydrase de: 


Hefe, weil aus verschiedenen Angaben der Literatur bereits her- 


vorging, daB die Komponenten dieses Systems sich von den 
obengenannten unterscheiden muften. Schon die Angabe von 
Bernheim, daB nach 7stiindiger Dialyse eines E xtraktes auus| 


Aceton—Oberhefe (Zymin) eine im Methylenblauversuch wirksame 


2 wh Mittlg.: H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. im Druck. 
1) H. vy. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 


*) H.y. Euler, E. Adler, F.Schlenk u. G.Giinther, Diese 7. 


233, 120 (1935). 
3) E. Adler u. H. v. Euler, Diese Z. 232, 6 (1935). 
*) Biochem. Z. 266, 377 (1933 ). 


5) Diese Z. 228, 273 (1934); Wagner-Jauregg, Moller u. Rauen. 


Diese Z. 231, 55 (1935). 
6) Biochemie. J. 22, 1178 (1928). 
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Lisung erhalten wird, lieB, wie EK. und M. E. Boyland’) bemerken, 
auf Nichtbeteiligung eines Co-Enzyms an der Dehydrierung 
schlieBen. Gestiitzt wurde diese Annahme weiterhin durch die 
Versuche von EK. und M. E. Boyland’), die fanden, daB weder 
eine Lésung der Hefe—Milchsiiuredehydrase noch deren Kochsatt 
imstande sind, die Milchsiiuredehydrase des Herzmuskels zu akti- 
vieren. Letztere bedarf ja nach den Untersuchungen von Banga 
und Szent-Gyérgyi'‘) sowie B. Andersson’) eines mit der Hefe- 
Co-Zymase wahrscheinlich identischen Co-Enzyms. 

A. Hahn und seine Mitarbeiter!®) haben im Laufe ihrer 
Untersuchungen iiber die Milchsiituredehydrase aus Hefe gefunden, 
daB mit Trockenhefe, sowie mit ungereinigten Fiallungen aus Hefe- 
macerationssaft die Dehydrierung von Milchsiure zu Brenz- 
traubensiure unter der Kinwirkung von Sauerstoff erfolgt, dab 
aber bei der Reinigung der Enzympriparate die Fahigkeit zur 
aeroben Funktion der Milchsiuredehydrase verloren geht, wih- 
rend Methylenblau nach wie vor als Acceptor verwertet wird. 
In der Absicht, den bei der Reinigung offenbar abgetrennten 
Sauerstoffiibertriiger zu identifizieren, untersuchten Hahn, Niemer 
und Freytag"), ob die verschwundene aerobe Tiitigkeit der 


_ Milchsiuredehydrase durch Flavinenzym regeneriert werden kénne, 


fanden aber, daB letzteres ganz ohne HinfluB blieb. Diese Be- 
funde von Hahn und Mitarbeitern erschienen, als wir mit der 
Untersuchung des Systems der Milchsiiuredehydrase von Hefe 
beschiftigt waren und die Entbehrlichkeit des Flavinenzyms 
ebenfalls festgestellt hatten. 

Die Folgerungen von Hahn iiber die Nichtbeteiligung von 
Flayinenzym sowie die der englischen Autoren iiber die Ent- 
behrlichkeit eines Co-Enzyms kénnen aber nicht ohne Vor- 
behalt hingenommen werden. Auf Grund unserer Kenntnisse 
iiber das Zusammenwirken von Dehydrase, Co-Enzym und Flavin- 
enzym ist es notwendig, bei der Beurteilung der Rolle einer 
dieser Komponenten am Dehydrierungsvorgang fiir die Gegenwart 
aller anderen Komponenten zu sorgen; wenn eine Aktivierung 


7) Biochemie. J. 28, 1417 (1934). 

8) Diese Z. 217, 39 (19332). 

» B. Andersson, Diese Z. 225, 57 (1934). 

1) A, Hahn, Fischbach u. Niemer, Z. Biol. 94, 58 (1933); A. Hahn 
u. Fischbach, Z. Biol. 95, 155 (1934); A. Hahn u. Diirr, Z. Biol. 95, 
298 (1934). 

1) Z, Biol. 96, 253 (1935). 
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der Reaktion durch Flavinenzym nicht beobachtet wurde, so 
konnte der Grund darin liegen, da8 die Reaktionsgeschwindigkeit 
z. B. durch im Unterschu8 vorhandene Co-Zymase begrenzt war, 
und umgekehrt konnte bei den Versuchen der englischen Autoren 
die Reaktionsgeschwindigkeit durch das in suboptimaler Menge 
vorhandene Flavinenzym von vornherein bestimmt sein. Solche 
Méglichkeiten waren auf Grund der Gewinnung der Dehydrase- 
praparate durchaus gegeben. 

Um eine sichere Abgrenzung des Systems der Milchsiiure- 
dehydrase gegen die ,,Flavinenzymsysteme“ durchfiihren zu kénnen, 
war deshalb die getrennte Beobachtung des Kinflusses von Co- 
Enzym und Flavinenzym sowohl wie der Kombination dieser 
beiden Faktoren auf die Dehydrierung notwendig; ferner mufte 
der Gehalt des Dehydrasepriparates an diesen beiden Kompo- 
nenten bekannt sein. 


Darstellung des Enzympraparates. 


Zur Gewinnung des Oberhefe-Autolysates, das Hahn, Fischbach 
und Niemer*) als Milchsiiuredehydrase verwendeten, folgten wir im 
wesentlichen den Angaben dieser Autoren. Um zu einem haltbaren und 
womdéglich aktiveren Priparat zu gelangen, schlossen wir an die Auto- 
lyse eine fraktionierte Alkoholfiallung an: das durch Zentrifugieren und 
Absaugen auf groBer Nutsche gekliirte Autolysat wurde bei minus 5° mit 
$/, seines Volumens 96°/,igem Alkohol gefillt, der Niederschlag abzentri- 
fugiert, mit absolutem Alkohol von 0° verrieben, abgesaugt und mit Alkohol 
und Ather gewaschen (Fraktion I). Die alkoholische Fliissigkeit wurde 
nun in der Kilte wiederum mit */, ihres Volumens 96°/,igem Alkohol ge- 
fillt, der Niederschlag wie der vorhergehende behandelt (Fraktion ID. 
Das Trockenpulver wird im Exsiccator aufbewabrt. 

Die Milchsiuredehydrasewirkung wurde stets in der Fraktion II ge- 
funden. 

Ergebnisse. 


In Tab. 1 ist die Wirksamkeit einer aus Fraktion II ge- 
wonnenen Lésung der Milchsiuredehydrase im Thunberg- 
versuch (Methylenblaureduktion) und die NichtbeeinfluBbarkeit 
der Reaktion durch Co-Zymase und Flavinenzym dargestellt. 


Tabelle 1. 


Dehydraselésung: 1g ,,Fraktion IL“ mit 10 cem m/15-Phosphatpuffer pq = 7,6 
verrieben und durch mehrstiindiges Stehen in der Kilte extrahiert. Die 
zentrifugierte Lésung wurde aus einer Kollodiumhiilse 6 Stunden gegen 
flieBendes Wasser dialysiert. 
Flavinenzym: Nach Warburg und Christian‘) dargestelltes und nach 
dem zweiten Reinigungsverfahren‘) gereinigtes Priparat. Die angewandte 
Lésung enthalt 5 y gebundenes Flavin per Kubikzentimeter. 
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Co-Zymase: ACo = 60000; 700 Co/ecm. m/10-Phosphatpuffer py = 7,6. 
Methylenblau 1:5000. m/10-Natriumlactat. 





























_ | Lactat | Dehydrase sinaitondl Co-Zymase | Puffer} Mb }|-Entfirb.-Zeit 
Nr. enzym 
ccm ecm ecm ecm ecm | cem Min. 
1 — 0,5 0,25 0,1 0,65 | 0,25 142 
21 0,25 0,5 an ae 0,75 | 0,25 10 
3] 0,25 0,5 0,25 _ 0,50 | 0,25 10 
4] 0,25 0,5 ae 0,1 0,65 | 0,25 9,5 
>| 0.25 0,5 0,25 0,1 0,40 | 0,25 8.5 


Es ergibt sich aus der Tabelle, dafi ohne besonderen Zusatz 
von Flavinenzym und Co-Zymase bereits eine Dehydrierung des 
Lactats stattfindet, und daB dre Geschwindigkert der Dehydrierung 
durch Flavinenzym bzw. Co-Zymase praktisch nicht gedndert wird. 
Die Kombination von Flavinenzym und Co-Zymase (Ansatz 5) 
bewirkt eine geringfiigige Abkiirzung der Entfirbungszeit, deren 
Bedeutung noch diskutiert werden soll. Die Enzymlésung ent- 
hielt auf Grund der fluorometrischen Flavinbestimmung nur sehr 
geringe Mengen gebundenen Flavins (< 2 y per Kubikzentimeter) 
und es ist daher sehr wahrscheinlich, daB eine Steigerung der 
Flavinenzymmenge eine Aktivierung hervorgerufen hitte, wenn 
Flavinenzym iiberhaupt in die Reaktion eingreift. 

Immerhin muB die Méglichkeit erwogen werden, ob nicht die De- 
hydrasekonzentration so gering und der Bedarf des Systems an Flavin- 
enzym so klein war, daB die optimale Flavinenzymkonzentration schon 
durch den Eigengehalt der Lésung erreicht war. Fiir die Beurteilung der 
Unwirksamkeit der zugesetzten Co-Zymase miissen sinngemif die gleichen 
Vorbehalte gemacht werden. 

Im folgenden Versuch wird jedoch die Entbebrlichkeit der 
Co-Zymase streng dadurch bewiesen, daB der Co-Zymasegehalt 
der Dehydraselésung genau festgelegt und die letztere durch er- 
schipfende Dialyse restlos von Co-Zymase befreit wird. Auch 
diese sicher Co-Zymase-freie Lésung erwies sich ohne Zusatz 
eines weiteren Faktors als wirksam. 


Der Eigen-Co-Zymasegehalt der Dehydraselésung wurde mittels der 
im hiesigen Institut gebriiuchlichen Priifanordnung (Apozymase + Glucose + 
Hexvsediphosphat) auf Grund ihrer girungsaktivierenden Wirkung gemessen. 
Wir stieBen dabei auf die Tatsache, da8 die Dehydraselésung selbst zunichst 
keinerlei girungsaktivierende Wirkung zeigte, wihrend ihr Kochsaft stark 
aktivierte. Wir bringen diese Erscheinung in Zusammenhang mit der Gegen- 
wart eines giirungshemmenden, thermolabilen Stoffes*'*) in der Enzymlésung. 


11a) Vgl. H.v. Euler, E. Adler u. G. Dahlgren, Biochem. Z., im 
Druck. 
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In Tab. 2 ist der Co-Zymasegehalt der Dehydraselésung und 
ihre Wirksamkeit bei der Milchsiuredehydrierung nach ver- 
schieden langen Dialysezeiten wiedergegeben. 


Tabelle 2. 


Enzymlésung: Extrakt aus Fraktion II, wie bei Tab. 1 angegeben, aus 

Kollodiumhiilse gegen flieBendes Wasser dialysiert; nach den angegebenen 

Zeiten wird die girungsaktivierende Wirkung des Kochsaftes sowie die 

Enzymaktivitét bestimmt. Versuchslésungen wie zu Tab. 1. Jeder Ansatz 

enthilt: 0,25 cem Lactat, 0,5 cem Dehydraselésung, 0,25 eem Methylenblau 

1:5000 und ist mit m/10-Phosphatpuffer p, = 7,6 auf 1,75 ccm Gesamt- 
volumen erginzt. Ubrige Zusiitze vgl. Tabelle. 
































Dialysendauer Co-Zymasegehalt 
Stunden Co/eem 
6 1,6 
9 1,2 
14,5 0,9 
24 0 
oe Entfirbungszeit mit Dehydrase, 
Nr. Flavinenzym| Co-Zymase dialysiert wahrend 
ecm cem 6 Std. | 9 Std. | 14,5 Std.| 24 Std. 
a ———— es — — = i —— l —<—— 7 
1 ~e - 12 Min. | 12 Min. | 15,5 Min. | 22,5 Min. 
2 0,25 om 2 » |12 4 |15 , |20 ,, 
3 — 0,15 10 » | 11 » | 14 » 196d « 
4 0,25 0,15 85 , | 95 ,, | 125 ,, /15 ,, 











Unter Beriicksichtigung der bei der Dialyse eintretenden Ver- 
diinnung der Enzymlésung muB8 also festgestellt werden, daB auch 
bei vollstindiger Co-Zymasefreiheit (nach 24 Stunden Dialyse) 
eine Verminderung der Dehydraseaktivitit nicht stattgefunden 
hat, und erst auf Grund dieses Versuches wird die Aussage iiber 
die Unabhdngigkeit der Milchstiuredehydrierung von Co-Zymase 
voll gerechtfertigt. Die in der Enzymlésung urspriinglich ent- 
haltene Co-Zymase ist einer ihrer zufilligen Bestandteile. Sie 
steht mit der Milchsiuredehydrase nicht in Zusammenhang. 

Auf Grund der Tatsache, da8 selbst nach 24stiindiger Dia- 
lyse die Dehydrasewirksamkeit erhalten bleibt, darf fernerhin 
angenommen werden, da8 auch kein anderer niedermolekularer 
Bestandteil zum System der Milchsiiuredehydrase aus Hefe gehirt. 
Man kann aber in Betracht ziehen, daB die Dehydrase eine der Co- 
Zymase vergleichbare katheptische Gruppe in fester, nicht disso- 
ziierbarer Form gebunden enthilt, und es kénnte dann miglich 
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sein, daB durch Hitzezerstérung des Enzyms die Wirkungsgruppe 
freigelegt wird. Macht man die zweite Annahme, daB die En- 
zymlésung freie Trigersubstanz enthialt, so sollte die Méglichkeit 
bestehen, daB Kochsaft aus Enzymlésung, zu unbehandelter En- 
zymlésung zugesetzt, die Ausbildung von wirksamen Dehydrase- 
molekiilen und damit eine Steigerung der Aktivitit herbeifiihrt. 
In dieser Richtung unternommene Versuche blieben jedoch ohne 
Erfolg. 

Wie friiher festgestellt worden ist”), kénnen im System der 
Robisonesterdehydrase Co-Zymasepriiparate durch Priparate von 
Warburgschem Co-Ferment aus Pferdeblutzellen ersetzt werden, 
wogegen letzteres im System der Alkoholdehydrierung mit Hefe- 
enzym unwirksam ist. Die Milchsiuredehydrase der Hefe wird 
durch das Warburgsche Co-Ferment ebensowenig aktiviert wie 
durch Co-Zymase. Adenosintriphosphorsiure ist gleichfalls wir- 
kungslos. 

Nach der einwandfreien Entscheidung, daB sich die Milch- 
siiuredehydrierung von den Systemen der Alkohol- und Robison- 
esterdehydrierung grundsiitzlich unterscheidet, blieb die Frage zu 
beantworten, ob die Milchsiuredehydrase ein besonderes Enzym 
ist. Es wire ja nicht ausgeschlossen, daB z. B. Alkoholdehydrase 
in geniigend hoher Konzentration ohne Mitwirkung von Flavin- 
enzym und Co-Zymase fihig ist, Milchsiiure anzugreifen, die 
Méglichkeit zur Alkoholdehydrierung jedoch erst nach Ergiinzung 
durch die beiden genannten Komplemente gewinnt. Die Frage 
wurde durch Proportionalitiitsversuche mit verschiedenen Enzym- 
praparaten geklirt, und zwar erwies sich als besonders geeignet 
der Vergleich der Alkohol- und Milchsiuredehydrasewirkung in 
den beiden Fraktionen, die bei der Darstellung der Milchsiure- 
dehydrase gewonnen wurden (Fraktion I und Il, vgl. S. 156). 
Wie aus der folgenden Tab. 3 hervorgeht, enthalt Fraktion I 
eine sehr starke Alkoholdehydrase, ist aber zur Lactatdehydrierung 
iiberhaupt nicht befihigt. In Fraktion II dagegen ist die Milch- 
siiuredehydrase angereichert, wihrend die Alkoholdehydrierung 
wesentlich langsamer verliuft als mit Fraktion LI. 


Tabelle 3. 


Enzymlésungen aus Fraktion I und II, nach den Angaben in Tab. 1 
hergestellt. Alle iibrigen Komponenten wie in Tab. 1. In der Tab. 3 
sind angegeben die Aktivitiit der Enzymlésung aus Fraktion I gegen 
Lactat und Alkohol, die der Enzymlésung aus Fraktion II nur gegen 
Alkohol. Beziiglich der Aktivitaét von II gegeniiber Lactat vgl. Tab. 1. 
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Alle Ansiitze enthalten 0,5cem Enzymlésung, 0,25ceem Substrat, 0,25 cem 
Mb und sind mit Puffer auf 1,75 cem erginzt. abies Zusiitze in Tabelle. 











: many “i wiavin- Co-Zymase | Entfirbungszeit 
Nr. ldsungen | Substrat | enzym 
aus siemens ecm eem Minuten 
1 I Lactat 0,25 0,1 > 4 Stunden 
2 I om 0,25 0,1 a 
3 I Alkohol — — > 2 9 
4 I * 0,25 a 
5 I m -— 0,1 3 Minuten 
6 I ‘ 0,25 0,1 25 4, 
7 II — 0,25 0,1 > 2 Stunden 
8 IT Alkohol — — > 4 
9 II - 0,25 — >4 .9 
10 II ” ar, 0,1 >2 ” 
11 II . 0,25 0,1 9 Minuten 

















Mulchséuredehydrase und Alkoholdehydrase kiénnen nach 
diesen Ergebnissen nicht identisch sein. Andererseits ist jedoch 
die Méglichkeit, daB das vollstiindige System der Alkoholdehydrase 
in geringem Mabe die Fihigkeit besitzt, Muilchsiure anzugreifen. 
nicht ganz ausgeschlossen, und so kénnten vielleicht die schwachen 
Aktivierungen der Milchsiiuredehydrierung nach Zusatz von Co- 
Zymase und Flavinenzym (vgl. Tab. 1) zu verstehen sein. 

Natriumfluorid und Bromessigsiiure hemmen die Milch- 
siuredehydrierung nicht, und auch KCN, selbst in m/100-Ge- 
samtkonzentration, ist ohne Kinflu$8. Im Zusammenhang mit 
letzterem, den Erwartungen entsprechenden Befund ist zu er- 
wihnen, daB die dialysierte Knzymlésung vollig eisenfrei ist, 
wie eine Bestimmung auf coutromvepbioehonn Weae mit Hilfe 
des Tauchfunkens zeigte. fFiir diese Bestimmung sind wir 
Herrn Prof. O. Baudisch zu Dank verpflichtet. 

Wie Wagner-Jauregg und Kuska!*) zuerst gefunden 
haben, kénnen Flavine in einer Reihe von Dehydrasesystemen 
das Methylenblau als Wasserstoffacceptor ersetzen. Fiir die Milch- 
siiuredehydrierung erschien Flavin von vornherein ungeeignet, da 
sein Redoxpotential (H,’ = — 0,21 Volt)!*) negativer ist als das 
des Systems Milchsiure—Brenztraubensiure—Milchsiuredehydrase 
(Hefe), das zu L,’=— 0,10 Volt bestimmt worden ist’), Tat- 


12) Ber. chem. Ges. 66, 1298 (1933). 

18) K. G. Stern, Nature 133, 178 (1934); R. Kuhn u. G. Moruzzi, 
Ber. Chem. Ges. 67, 1220 (1934). 

4) I. Pp. Baumberger, J. gen. Physiol. 16, 961 (1933). 
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siichlich zeigte Lactoflavin (1: 25000) bereits eine 10mal lingere 
Entfirbungszeit als die gleiche Menge Methylenblau (1: 5000). 

Sauerstoff als Acceptor. Daf Milchsiiuredehydrase aus Hefe 
nicht direkt mit Sauerstoff reagieren kann, sondern -hierzu der 
Gegenwart eines Redoxfarbstoffes bedarf, wurde schon von Bern- 
heim®) festgestellt, eine Eigenschaft, in der die Hefedehydrase 
mit der Dehydrase von Bakterien (Stephenson)") iibereinstimmt. 
Wie eingangs erwihnt wurde, sind Trockenhefe und ungereinigte 
Enzympriparate aus Macerationssaft zu einer KCN-unempfind- 
lichen aeroben Milchsiiuredehydrierung befiihigt (A. Hahn)!*), und 
das Aufhéren dieser Fihigkeit bei der Reinigung der Enzym- 
priiparate veranlaBte Hahn und Mitarbeiter, Flavinenzym aut 
sauerstoffiibertragende Wirkung bei der Milchsiuredehydrierung 
zu untersuchen. Wie bei den anaeroben Versuchen mu8 aber 
auch hier in Betracht gezogen werden, daf zur Vervollstiindigung 
des Systems ein Co-Enzym gleichzeitig erforderlich sein kénnte. 

Unsere Versuche zeigten aber, daB Flavinenzym und Co- 
Zymase nicht wmstande sind, eine Sauerstoffiibertragung zu be- 
wirken; die Befunde von Hahn, Niemer und Freytag?!) sind 
damit bestiitigt. 

Freies Lactoflavin ist entsprechend den oben angegebenen 
Griinden nicht imstande, an Stelle von Methylenblau die Sauer- 
stoffiibertragung zu katalysieren. Wir haben auch einige orien- 
tierende Versuche unternommen zur Auffindung eines biologischen 
Sauerstoffiibertriigers fiir die Milchsiuredehydrase der Hefe, 
kénnen aber bisher nur ausschlieBend sagen, daB SH-, SS-Gluta- 
thion, Cystein und Cystin unwirksam sind. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die Milchsiiuredehydrase der Hefe unterscheidet sich von 
den friiher untersuchten Systemen der Alkohol-, Hexosemono- 
phosphat-*) 2) und Apfelsiiuredehydrase®) dadurch, dab sie 

1. zur anaeroben Fruiktion (Methylenblaureduktion) der Mit- 
virkung eines dialysierbaren Co-Enzyms und des Flavinenzyms 
nicht bedarf, 

2. im Gegensatz zu den vollstindigen ,,Flavinenzymsystemen“ 


ade 


zur Verwertung von O, als Acceptor nur imstande ist bei Gegen- 
wart eines geeigneten Redoxfarbstoffes. 


15) Biochemie. J. 22, 605 (1928); vgl. auch Barron u. Hastings, J. of 
Biol. Chem. 100, 155 (1933). 
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Die unter 1. gegebene Charakteristik der Milchsiiuredehy- 
drase ist verstiindlich auf Grund des relativ positiven Redox- 
potentials, welches die Dehydrase mit ihren Substraten (Milch- 
siure—Brenztraubensdure) bildet und das positiver ist als das von 
Flavinenzym, wenn man voraussetzt, daB das Redoxpotential des 
Flavinenzyms mit dem von freiem Flavin!%) iibereinstimmt. Unter 
Zugrundelegung der in einer friiheren Mitteilung*) wiedergegebenen 
Auffassung, daB die Co-Zymase in Bindung an die ,,Dehydrase“, 
unter Ausbildung des wirksamen Dehydrasemolekiils, als Redox- 
katalysator fungiert, folgt weiterhin, daB solche Dehydrase—Co- 
Dehydrase-Komplexe ein Redoxpotential haben miissen, das noch 
negativer ist als das des Flavinenzyms. Die Unfihigkeit der 
Milchsiuredehydrase, Flavinenzym zu reduzieren, wire nach dieser 
Vorstellung so zu verstehen, daf das Redoxpotential der zur 
Milchsiuredehydrase gehérenden Wirkungsgruppe stirker positiv 
ist als das der Co-Zymase und des Flavinenzyms. 

Zu 2. Bei den typischen ,,Flavinenzymsystemen“ besteht 
kein prinzipieller Unterschied zwischen anaerober und aerober 
Funktion, d. h. sowohl die Reduktion des Methylenblaus wie die 
des Sauerstofis erfolgt nur bei Gegenwart von Flavinenzym als 
Wasserstoffiibertrager. Hierfiir spricht besonders die sehr aus- 
geprigte Flavinenzymabhiingigkeit der Apfelsiiuredehydrierung ‘) 
mittels einer Dehydrase aus Froschmuskel, die selbst nur sehr 
kleine Mengen Flavinenzym enthalten kann. Hier findet ohne 
Flavinenzym auch bei Gegenwart von Co-Ferment praktisch keine 
Dehydrierung statt; bei Verwendung von Hefeenzymen, die bisher 
noch nicht véllig frei von Flavinenzym dargestellt worden sind, 
konnte man die Beteiligung von Flavinenzym immer nur aus der 
Beschleunigung der Spontanreaktion (bei Gegenwart von Co-En- 
zym) durch Zusatz von Flavinenzym schlieBen. Es ist jedenfalls 
sicher, daB die direkte Reduktion des Methylenblaus — ohne 
Vermittlung durch Flavinenzym — nur von sehr untergeordneter 
GréBe sein kann. Man kénnte diese Sachlage so formulieren, 
daB die Reoxydation des reduzierten Co-Enzyms normalerweise 
spezifisch durch das enzymatische Oxydationsmittel — Flavin- 
enzym — erfolgt. Nur unter besonderen Bedingungen, nimlich 
bei der photochemischen Aktivierung des Methylenblaus !*), kann 
letzteres die Reoxydation unmittelbar iibernehmen. 

Normalerweise ist also die anaerobe Reaktion genau wie die 


16) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 232, 16 (1935). 
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aerobe an die Gegenwart von Flavinenzym gebunden; umgekehrt, 
wenn bei unzulainglicher Flavinenzymkonzentration die aerobe 
Reaktion verhindert ist, findet auch keine (nennenswerte) Mb- 
Reduktion statt. Wir weisen auf diese aus unseren -Versuchen 
mit Hefeenzymen sich ergebenden Verhiltnisse ausdriicklich hin, 
weil in der Literatur bisweilen irrige Auffassungen iiber die 
.Oxytropie* bzw. ,,Anoxytropie* von Dehydrasen erscheinen; 
zB. berichtet D.C. Harrison"), daB das lésliche Alkohol- 
dehydrasepriparat von J. Lehmann!?*) nicht zur Sauerstoffauf- 
nahme befihigt und die Alkoholdehydrase selbst anoxytrop sei. 
Lehmann hat die mangelnde Sauerstoffaufnahme gegeniiber 
Alkohol jedoch nur mit Hefezellensuspension als Enzymquelle 
beobachtet, und hier kénnen freilich unbekannte Mechanismen 
eine Rolle spielen. Es sei z. B. auf die von Wagner-Jauregg, 
Moller und Rauen®) untersuchte Hemmung der Sauerstoffatmung 
im Hexosemonophosphatsystem mit Hefeenzym bei Gegenwart von 
.4wischenferment“ aus Muskulatur hingewiesen. Das _isolierte 
System der Alkoholdehydrase der Hefe, das anaerob wie aerob 
in gleicher Weise fungiert, darf jedentalls nicht als ,anoxytrop“ 
oder ,anaerob“ bezeichnet werden; das gleiche gilt fiir die Hexo- 
semonophosphatdehydrase der Hefe. 

Zum Unterschied von den ,,Flavinenzymsystemen“ muB da- 
gegen die Milchsiiuredehydrase aus Hefe als .,anaerobe* (T’. Thun- 
berg)!*) oder .anoxytrope* (M. Dixon)*°) Dehydrase angesehen 
werden. 

Zusammenfassend 1aBt sich also folgendes zur Unter- 
scheidung der in den Kreis dieser Betrachtungen gezogenen De- 
hydrasen sagen: 

1. In den sogenannten ,,Flavinenzymsystemen* ist sowohl zur 
aeroben wie anaeroben Dehydrierung die Ergiinzung der Dehydrase 
durch Co-Enzym und Flavinenzym notwendig. 

2. Von ihnen unterschieden ist die Milchsiuredehydrase der 
Hefe; sie bedarf keines Komplementes zur anaeroben Reaktion. 
Zur aeroben Reaktion wird sie erst durch Zusatz eines geeigneten 
Zwischenacceptors befihigt. Die gereinigte Milchsiuredehydrase 
aus Hefe ist ,anoxytrop“. 


17) Ergebn. Enzymforschg. 1935, IV, 313. 

18) Biochem. Z. 272, 95 (1934). 

19) Handb. Biochem. Erginzungsband 245 (1930.) 
20) Biol. Rev. 4, 352 (1929). 


164 


Uber die Komponenten der Dehydrasesysteme. VIII. 
Zur Kenntnis der Aktivatoren. 


Von 


Hans vy. Euler und Erich Adler. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1935.) 


In der fiinften Mitteilung dieser Untersuchungsreihe be- 
schiftigten wir uns mit der Frage, ob die Aktivatorwirkung von 
Co-Zymasepriiparaten in den Systemen der Alkohol- und der 
Hexosemonophosphatdehydrase der Co-Zymase selbst oder etwa 
einer Beimengung derselben zuzuschreiben sei. Auf Grund von 
Proportionalititsversuchen kamen wir damals zu der Aussage?): 
+. 80 ist doch mit groBer Wahrscheinlichkeit zu schlieBen, dab 
in den Co-Zymasepriparaten die Girungsaktivierung und die De- 
hydrierungsaktivierung durch ein und denselben Stoff ausgelést 
werden. Dieser Schlu8 kann sowohl fiir den Aktivator der 
Alkoholdehydrierung wie fiir den Aktivator der Hexosemono- 
phosphatdehydrierung gezogen werden“. 

Als Co-Zymasepriparate gelangten damals Lésungen zur Ver- 
wendung, die nach der im hiesigen Institut entwickelten, zuletzt 
von K. Myrbick und H. Larsson?) ausfiihrlicher beschriebenen 
Methode gewonnen waren. Neuerdings haben K. Myrbaick und 
B. Ortenblad’) eine von der friiheren in wesentlichen Punkten 
abweichende Methode ausgearbeitet; gleichzeitig haben H. v. Euler, 
H. und E. Albers, F. Schlenk und G. Giinther‘) iiber neue 
Reinigungsverfahren berichtet, die schlieBlich zu festen Co-Zymase- 
priiparaten von bisher nicht erreichtem Reinheitsgrad gefihrt 
haben.®) Unter ,,Reinheitsgrad“ ist dabei das Maf der girungs- 


*) H.v. Euler, E. Adler, F. Schlenk u. G. Giinther, Diese Z. 233, 
120 u. zw. 128 (1935). 

*) Diese Z. 225, 131 (1934). 

®) Diese Z. 233, 148 (1935). 

*) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 4 (1935). 

*) H. vy. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, Diese Z., 284, I (1935). 
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aktivierenden Wirkung pro Gewichtseinheit Trockensubstanz ver- 


' standen [A Co-Wert®)]. 


Als diese nach der Methode von Myrbiick und Ortenblad 
gewonnenen Loésungen sowie die in fester Form dargestellten 
Spitzenfraktionen ®) auf ihre Aktivierungswirkung in den Dehy drase- 
systemen untersucht wurden, ergab sich ein von den friiheren 
Co-Zymasepriiparaten abweichendes Verhalten, woriiber hier be- 
richtet werden soll. 


I. Die Wirksamkeit der Co-Zymasepraparate 
bei der Hexosemonophosphat-Dehydrierung. 
Zunichst sei in Tab. 1 die Aktivatorwirkung einer Reihe von 
Co-Zymasepriparaten im System der Hexosemonophosphatdehy- 
drase wiedergegeben. 


Als Dehydraselésung wurde ,,Zwischenferment‘‘’) aus Hefemacerations- 
saft verwendet, das einmal mit CO, umgefillt war. Das Flavinenzym war 


' nach der Chloroformmethode gereinigt’). Insgesamt wurden 9 verschiedene 


Co-Zymasepriiparate ausgewertet. Ihre giirungsaktivierende Wirkung war 
bekannt und in den Dehydrierungsansiitzen wurde von allen Priiparaten 
eine Menge zugesetzt, die 80 Co*) entsprach. Die Zusammensetzung der 
V ersuchsansiitze (Thunbergmethodik) w war folgende: 0,25cem Dehydrase- 
lésung; 0,25 ecem Flavinenzymlésung (1,25 gebundenes Flavin); 0,4 eem 
m/10- Phosphatpuffer Pp = 17,6; Co-Zymase entsprechend 80 Co; 0,5 ecm 
Methylenblau 1:5000; jeder Ansatz mit Wasser auf 2,0 cem Gesamtv olumen 
ergiinzt. Versuchstemperatur 30°. 

In der Tabelle ist die Herkunft der Co-Zymasepriiparate durch die 
Buchstaben L bzw. T vor der Nummer des Priiparates gekennzeichnet, 
wobei L eine nach Myrbick und Ortenblad gewonnene Lésung, T ein 
nach y. Euler, Albers und Schlenk dargestelltes Trockenpraparat be- 

















Tabelle 1. 

Se Co- Z Ly snneeigeant ACo-Wert Entfarbungszeit 
Bas Bezeichnung des Priiparates Min. 
1 350 84000 2 
2 L 356 50000 305 
3 — ta& 66 000 2 
4 T 346A 80 000 2 
5 T 167C 200000 2,5 
6 T186C 193000 95 
7 T185C 220000 160 
8 T 142C 2140V0 200 
9 T176C 240000 270 











6) Uber die Wirkungsbestimmung der Co-Zymase vgl. K. Myrbick, 
. Enzymforschg. IJ, 139 (1933). 
*) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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zeichnen soll. Letztere Priparate sind weiterhin durch ein zugefiigtes A 
als Alkoholfillung*) bzw. C als nach der Cuprosalzmethode’) gereinigtes 
Priparat gekennzeichnet. Priiparat 350 (Vers. Nr. 1) ist eine nach der alten 
Methode von Myrbiack und Larsson dargestellte Liésung. 


Ks ergab sich, wie aus T'ab. | hervorgeht, daB ein nach der 
Methode von Myrbick und Ortenblad®‘) gewonnenes Co-Zymase- 
praparat (L356) praktisch unwirksam war und da, abgesehen von 
Priparat T 167, auch die nach der Cuprosalzmethode ) héchst- 
gereinigten Trockenpriparate die Hexosemonophosphatdehydrierung 
kaum zu aktivieren vermochten. Dagegen waren mittelreine Prii- 
parate (Nr. 3 und 4), gewonnen durch fraktionierte Alkohol- 
fillung aus Co-Zymaseliésungen, die nach der alten Vorschrift vou 
Myrback und Larsson?) hergestellt waren, ebenso aktiv wie ihre 
Ausgangslésungen selbst (zB. wie Nr. 1, Priparat 350). Eine 
Beziehung zwischen Girungs- und Dehydrierungsaktivierung be- 
steht bei den untersuchten Priparaten nicht. 

Fiir die Unwirksamkeit der nach Myrback und Ortenblad, 
sowie der nach der Cuprosalzmethode dargestellten Priaparate 
konnten 4 Méglichkeiten in Betracht gezogen werden. 1. Die 
alten Co-Zymasepriparate enthielten, entgegen unserer eingangs 
zitierten Auffassung, neben dem girungsaktivierenden Stoff einen 
besonderen, im Dehydrasesystem wirksamen Faktor, und letzterer 
war bei der Anwendung dieser neuen Darstellungsmethoden von 
der eigentlichen Co-Zymase abgetrennt worden. 2. Die Aktivator- 
eigenschaft wirksamer Co-Zymasepriiparate war die Summe der 
Wirkung von mindestens zwei Stoffen, niimlich der Co-Zymase 
und einem unbekannten Komplement; letzteres ist in den un- 
wirksamen Priparaten nicht mehr enthalten. 3. Die unwirksamen 
Priparate enthalten einen die Enzymfunktion hemmenden Stoff. 
4, Das Molekiil der Co-Zymase ist infolge nicht niher definier- 
barer Einfliisse im Laufe der neuen Reinigungsmethoden derart 
veriindert worden, dab es zwar seine giirungsaktivierende Funktion 
beibehalten, seine Funktion als Dehydraseaktivator dagegen ein- 
gebiuBt hat. 


Auf sehr einfache Weise konnte die unter 3. angegebene 
Méglichkeit ausgeschlossen werden: Wurde nimlich zu einem 
inaktiven, z.B. das Co-Zymasepriiparat 176 enthaltenden Versuchs- 
ansatz die normale Menge eines aktiven Co-Zymasepriparates zu- 
gesetzt, so verlief die Robisonesterdehydrierung villig ungestirt 
(Kntfarbungszeit 2—2,5 Minuten). Ein Hemmungsstoff kann also 
in den unwirksamen Co-Zymasepriiparaten nicht vorliegen. 
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Weitgehende Aufschliisse brachten vergleichende Versuche, 
einerseits iiber die Wirksamkeit der verschiedenen Co-Zymase- 
priparate im Robisonestersystem bei Verwendung von ungereinigten 


und gereinigten Enzymlésungen, andererseits iiber ihre Wirksamkeit 


im System der Alkoholdehydrierung. 

a) Es zeigte sich zunichst, daB simtliche in Tab. 1 ange- 
gebenen Co-Zymasepriiparate faihig sind, die Robisonesterdehy- 
drierung zu aktivieren, wenn an Stelle des durch Umfillung ge- 
reinigten ,,Zwischenfermentes“ eine nicht weiter gereinigte Lisung 
einer ,,Alkoholfillung“ aus Hefemacerationssaft®’) als Dehydrase- 
lisung verwendet wurde. 


b) Wurde die ungereinigte Liésung der ,,Alkoholfallung* einer 


griindlichen Dialyse unterworfen, so kam eine Dehydrierung des 
Robisonesters nur mehr mit denjenigen Co-Zymasepriparaten 


zustande, die auch bei Verwendung des _ ,,Zwischenfermentes“ 
aktiv waren. 


In Tab. 2 sind einige experimentelle Belege fiir diese Er- 
gebnisse zusammengestellt. 


Tabelle 2. 


Dehydraselésungen: 0,2 g ,,Alkoholfillung“ aus Macerationssaft’) in 10 cem 
Wasser aufgenommen, zentrifugiert (Enzymlésung ,,A“). — Enzymlésung ,,A“ 
aus Kollodiumhiilse 14 Stdn. gegen flieBendes Wasser dialysiert (Enzym- 
lésung ,,A dial.“). Die tibrigen Versuchslésungen sind dieselben wie in 
Tab. 1, ebenso die Zusammensetzung der Versuchsansitze. In der Tabelle 
ist die Wirksamkeit der verschiedenen Co-Zymasepriparate bei der Robison- 
esterdehydrierung unter Verwendung von Lésung A bzw. Liésung,,A dial.“ 
als Dehydrasequelle einander gegeniibergestellt. 


























N Co-Zymasepriiparat Entfirbungszeit mit 

‘ Bezeichnung Dehydrase ,,A“ | Dehydrase ,,A dial.‘‘ 
ee ee Min. ft Min. 

1 350 9 20 

2 T 1A 13 29 

3 T 346A 9 19 

5 T 167C 6 91 

6 T 186C 17 120 

7 T 185C 23 240 








8) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 226, 195 u. zw. 205 (1984). 
An Stelle des dort angegebenen Acetons verwenden wir jetzt Alkohol als 
Fallungsmittel. 
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Aus dem Vergleich der Tab. 1 und 2 geht hervor, dag 
gerade diejenigen Co-Zymasepriiparate, die bei Verwendung von 
»Awischenferment* keine Wirksamkeit zeigten, auch bei Verwen- 
dung von ,,dialysierter Enzymlésung A“ unwirksam waren, 
wiihrend sie die ungereinigte ,,;Knzymlésung A“ aktivierten. Aus 
diesen Versuchen muf die Folgerung gezogen werden, daB die 
ungereinigte ,Knzymlésung A“ einen dialysierbaren Stoff enthilt, 
welcher zusammen mit den sowohl gegen ,,Zwischenferment“ wie 
gegen ,dialysierte Enzymlésung A“ unwirksamen Co-Zymase- 


praparaten die Dehydrierung des Robisonesters aktiviert. Dieser § 


Faktor fehlt in der umgefiillten ,Zwischenferment“-Lisung und 
wird bei der Dialyse aus Lésung ,,A“ entfernt. Des weiteren 
ergibt sich, da diejenigen Co-Zymasepriiparate, welche in allen 
drei Enzymlésungen die Dehydrierung zu aktivieren vermégen, 
wahrscheinlich den oben genannten Faktor von vornherein ent- 
halten. Die letztgenannten Co-Zymasepriiparate sind die nach 
der alten Methode (Myrback und Larsson) dargestellten, mittel- 
reinen Lésungen oder aus ihnen durch Alkoholfillung gewonnene 
Trockenpraparate. Allen diesen Priiparaten haftet der unbekannte 
neue Faktor offenbar als hartniickige Verunreinigung der Co- 
Zymase an; bei der neuen Darstellungsmethode (Myrbick und 
Ortenblad) wird er aus einer noch nicht faBbaren Ursache ab- 
getrennt, das gleiche erfolgt bei der Hochreinigung von Co- 
Zymasepriiparaten nach der Cuprosalzmethode. Daf der neue 
Faktor, der im System der Robisonesterdehydrierung neben Co- 
Zymase erforderlich ist, einmal in Co-Zymasepriparaten, ein 
anderes Mal in einer Enzymlésung vorhanden sein kann, ist nicht 
verwunderlich, da beides aus Hefe stammt. 

Uber die Natur des neuen Faktors kénnen wir vorliufig nur 
aussagen, daf er niedermolekular (dialysierbar) ist; iiber seine 
Temperaturempfindlichkeit haben wir noch keine genaueren Vor- 
stellungen, es scheint jedoch, daB er bei neutraler Reaktion durch 
5 Minuten langes Erhitzen auf 100° zerstért wird; es gelang 
nimlich nur in geringem Grad, mit Hilfe eines so dargestellten 
Kochsaftes aus ,,Enzymlésung A“, ein System, bestehend aus 
»Zwischenferment“, Flavinenzym und Co-Zymasepriparat L 356, 
zur Dehydrierung von Robisonester zu aktivieren. Die Be- 
dingungen, unter denen es gelingt, die Wirkung des neuen Ak- 
tivators, von den enzymatischen Komponenten sowohl wie von 
der Co-Zymase isoliert, zu beobachten, miissen noch niher unter- 
sucht werden. 
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Der in der rohen Enzymlésung ,, A“ enthaltene Aktivator verliert 
bei mehrtiigigem Stehen der Lésung im Hisschrank einen groBen Teil 
seiner Wirksamkeit; es ist anzunehmen, da® er enzymatisch oder 
oxydativ zerstért worden ist. Mit einer solchen gealterten Enzym- 
lésung ,A“ zeigen die neuen Co-Zymasepriparate eine viel 
schlechtere Aktivitiit bei der Robisonesterdehydrierung als mit 
einer frisch bereiteten Enzymlésung. Dagegen wird mit einem 
Co-Zymasepriiparat, das in Kombination mit ,,Zwischenferment 
aktiv ist, auch mit der gealterten Liésung ,,A“ eine sehr gute 
Dehydrierung erreicht; ein solches Co-Zymasepriparat enthialt 


eben den unbekannten Aktivator und ist von dem Aktivatorgehalt 


(Tab. 3.) 


der Enzymlésung deshalb unabhingig. 


Tabelle 3. 


Dehydraselésungen: Lésung ,,A“, 4 Tage im Eisschrank aufbewahrt: Lé- 

sung ,,A gealtert“. — Zum Vergleich eine frisch bereitete Lésung ,,A“, 

vgl. Tab. 2). Die Versuche mit beiden Lésungen sind zu gleicher Zeit, 

mit den gleichen Co-Zymasepriparaten ausgefiihrt. Ansatz 1 mit Co- 

Zymasepriparat T 346A (vgl. Tab. 2, Ansatz 3) zeigt, daB die Dehydrase 

der Lésung ,,A gealtert‘’ noch voll intakt ist. Versuchsansitze wie in 
Tab. 1 angegeben. 











Co-Zymasepriiparat Entfirbungszeit mit 
” Bezeichnung Dehydrase ,,A“ | Dehydrase ,,A gealtert“ 
ease ai ne Se a — Min. | Min. 
1 T 346A 10 | 10 
2 L 356 10 | 95 
3 T176C 11 | 135 








Mit den in Tab. 2 und 3 wiedergegebenen Versuchen ist die 
vierte der (S. 166) erwogenen médglichen Ursachen fiir die Un- 
wirksamkeit der neuen Co-Zymasepraparate schon sehr unwahr- 
scheinlich geworden: die Méglichkeit, daB in der ungereinigten 
Enzymlésung ,,A“ ein dialysierbarer Stoff enthalten ist, der die 
Resynthese von wirksamer Co-Zymase aus einem geschiidigten 
Molekiil bewirken kénnte, darf wohl abgelehnt werden, und es 
bleiben nur noch die unter 1. und 2. formulierten Méglichkeiten 
zu diskutieren. 

Die Méglichkeit 1. konnte a priori so gedeutet werden, daB 
die alten Co-Zymasepriiparate als Beimengung das Warburgsche 
Co-Ferment enthielten. Letzteres war ja von Warburg und 
Christian’) als ein Co-Enzym der Hexosemonophosphatdehy- 
drierung bei Gegenwart von ,,Zwischenferment“ und Flavinenzym 
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erkannt worden, und wir hatten weiterhin gefunden’), daB War- 
burgsches Co-Ferment nicht imstande ist, die Alkoholdehydrierung 
mit Hefeenzym zu aktivieren. Die Méglichkeit 1. wird aber 
auBerordentlich unwabhrscheinlich durch die Versuche, die in 
Tab. 4 zusammengestellt sind. Wiirde man niimlich die Voraus- 
setzung machen, daB das Co-Enzym, welches die Hexosemono- 
phosphatdehydrierung aktiviert, in allen Fallen identisch ist mit 
Warburgschem Co-Ferment, so wiirde sich folgendes ergeben: 

a) in den alten Co-Zymasepriiparaten miBte Warburgsches 
Co-Ferment enthalten sein; 

b) die neuen Co-Zymasepriiparate sollten kein Warburgsches 
Co-Ferment enthalten; 

c) die ,,Zwischenferment-Lésung, welche durch die neuen 
Co-Zymasepraparate nicht zur Hexosemonophosphatdehydrierung 
befaihigt wird, miiBte frei sein von Warburgschem Co-Ferment; 

d) die ungereinigte Enzymlésung ,,A“, die in Kombination 
mit den neuen Co-Zymasepriparaten Hexosemonophosphat dehy- 
driert, miiBte Warburgsches Co-Ferment enthalten. 

e) Aus b), c) und d) wiirde folgen, daB bei Verwendung der 
rohen Enzymlésung ,,A“ ein Zusatz von Co-Zymase iiberhaupt 
entbehrlich ist. 

Wie sich experimentell zeigen laBt, trifft jedoch die Fol- 
gerung e) keineswegs zu. Ohne Zusatz von Co-Zymase findet 
mit Enzymlésung ,A“ nur eine sehr langsame Robisonester- 
dehydrierung statt; nach Zugabe von Co-Zymase (auch solcher, 
die mit ,,Zwischenferment“ unwirksam ist) tritt energische De- 
hydrierung ein. Co-Zymase ist also fiir das komplette System 
der Robisonesterdehydrierung erforderlich, dazu ein weiterer Akti- 
vator, der im der rohen Enzymlésung ,,A“ enthalten rst. Dieser 
Aktivator kann nicht rdentisch sein mit Warburg schem Co-Ferment. 
Die ,,Spontandehydrierung* mit Lisung ,,A“ (Dehydrierung ohne 
Zusatz von Co-Zymase, Tab. 4, Ansatz 1) ist bestimmt durch den 
(geringen) Gehalt der Liésung ,,A“ an Co-Zymase; die Geschwin- 
digkeit im kompletten System ist dann gegeben entweder durch 
die Konzentration der Dehydrase oder des unbekannten Aktiva- 
tors in der Liésung ,,A“. 

Wird die Co-Zymase ihrer girungsaktivierenden Wirkung 
beraubt, z.B. durch Erhitzen bei p,, = 10 auf 100° wihrend 
15 Minuten, so ist sie auch nicht mehr imstande, die Robison- 
esterdehydrierung mit Lésung ,,A“ iiber das MaB der ,,Spontan- 
dehydrierung“ hinaus zu aktivieren. (Tab. 4). 
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Tabelle 4. 


Dehydraselésung ,,A“, frisch bereitet, iibrige Lésungen und Zusammen- 
setzung der Versuchsansitze wie in Tab. 1. Die Co-Zymase in Ansatz 5 
ist bei pp = 10 15 Min. auf 100° erhitzt und wieder neutralisiert. 

















Nr, | Co-Zymasepriiparat | Entfirbungszeit 
Bezeichnung Min. 
1 _ 90 
2 350 10 
3 L 356 10 
4 T 176C 11 
5 L 356 inaktiviert 90 








Wir unternahmen einige orientierende Versuche, die eventuell 
iiber die Natur des neuen, bei der Hexosemonophosphatdehydrierung 
wirksamen Aktivators AufschluB erteilen sollten. Es lieB sich 
jedoch nur ausschlieBend feststellen, da& Magnesiumchlorid, 
Glutathion, Cystein und Cystin nicht imstande sind, die Robison- 
esterdehydrierung im System ,,Zwischenferment“ + ,,reine Co- 
Zymase“ (z. B. T176C) + Flavinenzym in Gang zu bringen. 


II. Die Wirksamkeit der Co-Zymasepraparate 
bei der Alkoholdehydrierung. 


Die vergleichende Priifung der im System der Robisonester- 
dehydrierung so verschieden wirksamen Co-Zymasepriparate am 
System der Alkoholdehydrase lieferte das wichtige Ergebnis, dab 
in letzterem Dehydrasesystem simtliche Co-Zymasepriiparate 
wirksam waren, und zwar unabhingig davon, ob ,,Zwischenferment“ 
oder die Lésung der ,,Alkoholfallung“ aus Macerationssaft als 
Alkoholdehydrase verwendet wurde. 

Wie wir friiher mitgeteilt haben’), enthalt das ,,Zwischen- 
ferment meist auch Alkoholdehydrase, und es war daher be- 
sonders geeignet, die Co-Zymasepriparate hinsichtlich ihrer 
Wirkung bei der Robisonester- wie bei der Alkoholdehydrierung 
zu vergleichen. ('T'ab. 5). 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da zur Alkoholdehydrierung 
auper der Co-Zymase kein weiterer Faktor erforderlich ist. Es 
ware héchstens daran zu denken, daB der fiir die Hexosemono- 
phosphatdehydrierung notwendige Aktivator von der Alkohol- 
dehydrase in unvergleichlich geringerer Menge verlangt wird. 

Nach den Ergebnissen iiber die Wirksamkeit der Co-Zymase 
bei Verwendung von ,,Zwischenferment“ als Dehydraselésung war 
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Tabelle 5. 


Dehydraselésung: ,,Zwischenferment“ aus Hefemacerationssaft, einmal um- 
gefillt; es wurde dieselbe Lésung verwendet wie zu den Versuchen mit 
Robisonester in Tab. 1. Substrat: 10°/,iger Alkohol. Ubrige Zusiitze 
und Zusammensetzung der Versuchsansitze wie in Tab. 1. Die Vergleichs- 
zahlen fiir die Robisonesterdehydrierung sind der Tab, 1 entnommen. 


























Co-Zymasepriparat Entfirbungszeit mit 
™ Bezeichnung Robisonester Alkohol 
__ Min. Min. 
1 350 2 12 
2 T 346A 2 9 
3 L 356 305 11,5 
4 T176C 270 13,5 











zu erwarten, daB auch bei Anwendung von unbehandelter sowohl 
wie dialysierter Lésung ,,A“ in allen Fallen die Dehydrierung 
von Alkohol stattfindet. Da8 diese Erwartung zutrifft, geht aus 
den folgenden Versuchen (Tab. 6) hervor. 


Tabelle 6. 


Dehydraselésungen: Liésung ,,A“ und Liésung ,,A dialysiert“ (vgl. Tab. 2). 
Ubrige Versuchslésungen und Ansiitze wie in Tab. 1, jedoch Alkohol als 


























Substrat. 
+ Co-Zymasepriiparat Entfirbungszeit mit 
" Bezeichnung Dehydrase ,,A“ | Dehydrase ,,A dial.“ 
Min. Min. 
1 350 6 10 
3 T 346A 4 15 
4 T 176C 6 11 
Zusammenfassung. 


I. a) Mittelreine Co-Zymasepriparate sind, wie friiher’) fest- 
gestellt wurde, befahigt, die Dehydrierung von Hexosemonophos- 


phat sowie von Alkohol mit dem System Dehydrase + Flavin- f 


enzym zu aktivieren. Co-Zymasepriparate, nach einer neueren 
Methode*) hergestellt, oder sehr hoch gereinigte Co-Zymase®) 
aktivieren die Dehydrierung von Hexosemonophosphat nicht, 
wenn ,,Zwischenferment“ oder dialysierte Lésung von ,,Alkohol- 
fallung“ aus Macerationssaft als Dehydrase verwendet wird. Die 
Dehydrierung yon Hexosemonophosphat gelingt aber auch mit 








W 
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letzteren Co-Zymasepraiparaten bei Anwendung einer nicht dialy- 
sierten Lésung von ,,Alkoholfallung“ als Dehydrase. 

b) Alle untersuchten Co-Zymasepriiparate waren dagegen 
wirksam im System der Alkoholdehydrierung, -gleichgiiltig, 
welche von den drei Enzymlésungen dabei zur Verwendung kam. 

II. Aus den Versuchen miissen folgende Schliisse gezogen 
werden: 

a) Zum Zustandekommen der Robisonesterdehydrierung 
ist neben der eigentlichen Co-Zymase noch ein weiterer Aktivator 
notwendig. Dieser ,zweite Aktivator“ ist enthalten in der nicht- 
dialysierten Enzymlésung aus der ,,Alkoholfallung“; vermutlich 
ist derselbe Aktivator denjenigen Co-Zymasepriparaten beigemengt, 
welche die Hexosemonophosphatdehydrierung aktivieren bei Ver- 
wendung von Dehydraselisungen, die den ,,zweiten Aktivator“ 
nicht enthalten. Bei anderen Co-Zymasepriparaten ist der 
,zweite Aktivator* durch die ReinigungsmaBnahmen abgetrennt 
worden, 

b) Fiir das System der Alkoholdehydrierung ist wahrschein- 
lich nur die Gegenwart der eigentlichen Co-Zymase erforderlich. 

c) Die Co-Zymase ist als Aktivator der Dehydrierung in beiden 
Systemen unentbehrlich. 

d) Der fiir die Hexosemonophosphatdehydrierung notwendige 
,zweite Aktivator“ ist dialysierbar und anscheinend weniger thermo- 
stabil als die Co-Zymase. 
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Vereinfachung 
der maSanalytischen Neutralschwefelbestimmung im Harn. 


Von 


A. Friedrich und F. Mandl. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juli 1935.) 


In einer vorangehenden Mitteilung') wurde iiber eine maB- 
analytische Mikromethode zur Bestimmung des Gesamtschwefels 
und Neutralschwefels im Harn berichtet. Die Fortsetzung dieser 
Arbeit bildeten Versuche, die Neutralschwefelkérper des Harns 
in analytisch faBbare Fraktionen zu gliedern und die Mengen- 
verhiltnisse derselben in normalen und pathologischen Harnen 
zu bestimmen. Im Laufe dieser Untersuchungen wurden fast 
tiiglich quantitative Bestimmungen des Gesamt- und Neutral- 
schwefels nach der maBanalytischen Mikromethode durchgefihrt 
und die Ergebnisse fallweise durch gravimetrische Makrobestim- 
mungen kontrolliert. Diese Vorsicht schien nétig, da bei der 
verschiedenen Zusammensetzung der Harne und Harnfraktionen 
die Anwendbarkeit einer quantitativen analytischen Methodik 
nicht oft genug gepriift werden kann. Uber die gewonnenen 
Erfahrungen sei hier kurz berichtet: 

Die Gesamtschwefelbestimmungen nach der Mikromethode 
ergaben fortlaufend Resultate, die sowohl untereinander als auch 
mit den makroanalytischen gravimetrischen Kontrollbestimmungen 
gut iibereinstimmten. Es wurde auch versucht, den Schwefelgehalt 
organischer Substanzen wie z. B. Cystin, Thioharnstoff, oder bio- 
logischer Substanzen (deren Schwefelgehalt nach der Carius- 
methode festgestellt war) nach der maBanalytischen Mikromethode 
zu bestimmen; die Ergebnisse waren gute. 

Zum Unterschied davon waren die Erfahrungen mit der 
Neutralschwefelbestimmung weniger giinstig. Es ergab sich 6fters, 
daB die Ergebnisse zweier Parallelbestimmungen nicht gut iiberein- 


) Diese Z. 228, 61 (1934). 
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stimmten, oder daB die Werte im Vergleich zur makroanalytischen 
gravimetrischen Bestimmung etwas zu niedrig ausfielen. Diese 
Befunde, die fallweise immer wieder auftraten, konnten wir uns 
zunichst nicht erkliren, da doch die Art der Bestimmung die 
gleiche ist wie bei der Gesamtschwefelbestimmung und auch die 
vorangehende Ausfallung der Schwefelsiuren mit Bariumsalz und 
die Entfernung des iiberschiissigen Bariums schon bei der Aus- 
arbeitung der Methode genauestens gepriift war. Es verblieb 
sonach nur die Annahme, da die Hydrolyse des Harns die Ur- 
sache dieser Stérungen ist und wir versuchten diese Fehler auf- 
zuklaren. 

Es wurden Harne unter verschiedenen Bedingungen hydro- 
lysiert und dann die Sulfat- und Atherschwefelsiure mit Barium 
gefillt. Die Ergebnisse waren immer die gleichen, gleichgiiltig, 
ob der Harn nur mit etwas Salzsiure bei Wasserbadtemperatur 
gehalten wurde oder ob er langere Zeit gekocht wurde oder 
schlieBlich mit Salzsiure im Bombenrohr bei 200° einige Stunden 
hydrolysiert wurde; an der quantitativen Aufspaltung der Ather- 
schwefelsiuren konnte daher kein Zweifel sein. Diese Versuche 
zeigten aber weiter, da je nach der Art der Hydrolyse geringere 
oder gréBere Mengen von braunen, schwerléslichen Stoffen ge- 
bildet werden, die bei der Neutralschwefelbestimmung von den 
ausgefillten Bariumsalzen teilweise okkludiert werden. Sind diese 
Stoffe schwefelhaltig, so bedingen sie einen kleinen Verlust bei 
der Neutralschwefelbestimmung. Die Untersuchung der abfil- 
trierten Bariumsalze ergab tatsichlich die Gegenwart von schwefel- 
haltigem organischen Material. 

Zur Vermeidung dieser Fehlerquelle bei der Neutralschwefel- 
bestimmung ist es zweckdienlich, den Harn auf das doppelte 
Volumen mit Wasser zu verdiinnen (20 ccm), nur eine geringe 
Menge konzentrierter Salzsiure zuzufiigen (1 bis 1,5 ccm) und 
die Hydrolyse unter RiickfluBkiihlung durchzufiihren. Dadurch 
wird die Bildung von schwerlislichen okkludierbaren Stoffen auf 
ein MindestmaB herabgesetzt, und da die Fillungsbedingungen 
konstant bleiben, ist auch die Konstanz der Resultate gesichert. 

Die Neutralschwefelbestimmung brachte jedoch einen anderen 
Nachteil mit sich; sie erwies sich in der praktischen Anwendung 
als zu langwierig. Wahrend Gesamtschwefelbestimmungen inner- 
halb von 2 Stunden beendet werden konnten, dauerten die Neutral- 
schwefelbestimmungen infolge des lingeren Arbeitsganges, vor 
allem aber durch das wiederholte Eindampfen gréBerer Fliissigkeits- 
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mengen iiber einen Tag. Bei fortlaufenden Untersuchungen macht 
sich das Bediirfnis nach einer Schnellmethode immer fihlbarer. 

Da eine Verkirzung des Arbeitsganges bei der direkten 
Neutralschwefelbestimmung nicht in Frage kommt, lag es nahe, die 
Benzidinfallung der Sulfat- und Atherschwefelsiiure im Harn zu 
versuchen und den Neutralschwefelgehalt aus der Differenz von 
Gesamtschwefelgehalt und dem Schwefelgehalt der Schwefelsiuren 
zu berechnen. Solche Versuche wurden schon vor der Ausarbeitung 
der bisherigen maBanalytischen Neutralschwefelbestimmung ge- 
macht, stellten jedoch in quantitativer Hinsicht nicht zufrieden. 
Uber diese nun neuerlich aufgenommenen Untersuchungen wird 
nachstehend berichtet. 


Fallung der Sulfat- und Atherschwefelsiuren mit Benzidin. 


Die direkte Fiallung der Sulfat- und Atherschwefelsiure 
(Gesamtschwefelsiuren) in Harn mit Benzidinreagens wird durch 
die Gegenwart der organischen Stoffe im Harn in ihrem quan- 
titativen Verlauf teilweise gestért. Diesen Schwierigkeiten kénnte 
nun durch Ausniitzung der Vorteile begegnet werden, welche die 
Mikroanalytik bietet. Da einerseits eine geringe Menge Harn, z. B. 
1 ccm, fiir die Bestimmung vollkommen ausreicht, anderseits das 
mit Benzidinsulfat gesittigte Benzidinreagens in jeder beliebigen 
Menge angewandt werden kann, so wiirde durch eine Fallung 
von 1ccm Harn mit 20 ccm Reagens der Harn so verdiinnt, 
daB der KinfluB der organischen Stoffe auf ein MindestmaB herab- 
gesetzt wire. 

Unter diesen Voraussetzungen wurden zuniichst Versuche 
gemacht, die Sulfatschwefelsiure allein zu bestimmen. Sie lieBen 
sich aber nicht durchfihren, da zur quantitativen Fiallung der 
Harn mit dem Benzidinreagens 15 Minuten stehen soll, ehe die 
Fallung filtriert wird. In dieser Zeit wird jedoch bereits ein Teil 
der Atherschwefelsiuren aufgespalten und mitgefallt. 

Bei den anschlieBenden Versuchen, in hydrolysierten Harnen 
die Gesamtschwefelsiiuren zu fillen, erwies sich der groBe UberschuB 
an Benzidinreagens als sehr giinstig, doch kénnen die bei der 
Hydrolyse entstehenden braunen Stoffe, die zum Teil kolloid ge- 
lést, zum Teil ausgeschieden werden, in geringem Umfange stéren. 
Die Fehler, die dadurch verursacht werden, sind nicht groB, doch | 
immerhin noch gut meBbar. Dabei spielt vor allem die Kon- | 
zentration der Lisung eine Rolle; je stiirker der Harn eingeengt | 
wird, um so ungiinstiger die Fillungsbedingungen. Die Methode 
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ergibt sonach, bei entsprechend durchgefiihrter Hydrolyse, gut 
brauchbare Resultate. 

Handelt es sich jedoch um die indirekte Bestimmung des 
Neutralschwefelgehaltes, der an sich nur eine relativ kleine 
Differenz zwischen dem Gesamtschwefelwert und dem Schwefel- 
wert der Schwefelsiiuren darstellt und bei dessen Berechnung die 
unvermeidlichen Fehler von zwei getrennten Bestimmungen sich 
addieren kénnen, so mu bei beiden Bestimmungen die griéBte 
Genauigkeit angestrebt werden. Aus diesem Grunde wurden die 
Untersuchungen fortgesetzt, um auch die durch die Hydrolysen- 
produkte bedingte kleinere Fehlerquelle zu beseitigen. 

Zuerst wurde versucht, durch vollkommenes Kindampfen des 
hydrolysierten Harnes die kolloiden Stoffe unléslich abzuscheiden 
und im klaren Filtrat die Benzidinfillung durchzufiihren. Dabei 
wurde folgender Vorgang eingehalten: 2 ccm Harn wurden mit 
2ccm Wasser und einigen Tropfen konzentrierter Salzsiiure, zu- 
nichst zugedeckt in einem kleinen Schilchen, am Wasserbade 
1/, Stunde erhitzt, dann zur Trockne eingedampft. Der Riickstand 
wurde mit gesiittigter, wiBriger Benzidinsulfatlésung aufgenommen, 
auf ein Volumen von 10 ccm gebracht und dann wiederholt durch 
ein Filter filtriert. Vom kilaren Filtrat wurden 5 ccm (1 ccm 
Harn) mit 20 ccm Benzidinreagens gefillt. Diese Methode, die 
an vielen Harnen erprobt wurde, ergab zum gréBten Teil sehr 
gute, zum Teil aber auch erhéhte Werte. Die Ursache dafiir 
ist, daB unter den Neutralschwefelkérpern ein sehr labiler Anteil 
vorliegt, der wihrend der Hydrolyse schon durch milde Oxydation 
in Sulfat iibergefiihrt werden kann. Beim vollstiindigen Hin- 
dampfen eines sauren oder alkalischen Harns ist, wie wir experi- 
mentell nachweisen konnten, die Méglichkeit einer solchen Oxy- 
dation immer gegeben. 


Aus diesem Grunde wurde von dieser Methode wieder abgegangen 
und die Entfernung der kolloiden Stoffe durch Adsorptionsmittel ver- 
sucht. In dieser Hinsicht wurden eine Reihe von Versuchen durchgefihrt; 
die Ergebnisse seien hier kurz zusammengestellt: Als erstes wurde die 
Fillung der Phosphate durch Zusatz von Lauge versucht in der Annahme, 
da8 durch diese Fallung die kolloiden Stoffe mitgerissen werden; die Lauge 
halt jedoch den gréBten Teil der kolloiden Stoffe in Lésung. Bei spiteren 
Versuchen fiigten wir zum salzsauren Harn einen Tropfen Silbernitrat. 
Die AgCl-Liésung erwies sich wohl als giinstiger, aber noch nicht voll 
wirksam. Nun wurde die Ausschiittelung des hydrolysierten Harnes mit 
Kieselgur bzw. Tierkohle versucht. Mit diesen Mitteln gelang die Ad- 
sorption der kolloiden Stoffe ohne weiteres, doch war es hier wieder nicht 
miglich, die Adsorptionsmittel in der erforderlichen Reinheit zu gewinnen. 
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Die Kieselgur konnte trotz wiederholten Ausgliihens und anschlieBenden 
Auskochens mit verdiinnter Salzsiiure und Wasser nicht in dem erwiinschten 
Reinheitsgrad erhalten werden; als ganz unbrauchbar erwies sich die Tier- 
kohle. Die Tierkohle enthalt geringe Mengen Schwefelsiiure bzw. Sulfate, 
die nur durch wiederholtes Auskochen mit Wasser entfernt werden kénnen. 
Wird nun ein so gereinigtes Priparat getrocknet und aufbewahrt, so treten 
nach einigen Tagen abermals Spuren von Schwefelsiure auf, die anscheinend 
durch Autoxydation in der Tierkohle nachgebildet werden. Abgesehen von 
diesem Umstande, der an sich schon die Verwendung der Tierkohle fiir 
diese Zwecke ausschlieBt, zeigt die Tierkohle gegeniiber den Neutral- 
schwefelkérpern ein derart starkes Oxydationsvermégen, daB sie weder bei 
analytischen noch auch bei priiparativen Untersuchungen iiber Neutral- 
schwefelkérper angewendet werden kann. 

SchlieBlich wurde in gepulverter Holzkohle ein geeignetes 
Adsorptionsmittel gefunden, welches die einwandfreie Kliirung des 
Harns und somit auch die Ausschaltung der letzten kleinen Fehler 
erméglichte. Gepulverte Holzkohle ist ein gutes Adsorptionsmittel 
und hat gegeniiber der Tierkohle zwei Vorziige: Nach Extraktion 
mit kochendem Wasser lift sich im Filtrat kein Sulfation nach- 
weisen, eine Verunreinigung der Liésungen durch Holzkohle ist 
daher nicht méglich; die Anwendung der Holzkohle in ver- 
schiedenen Mengen und verschiedener Einwirkungsdauer fihrte 
immer zu gleichen Ergebnissen, eine stérende Oxydationswirkung 
ist somit nicht nachweisbar. 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen ergeben sich 
fiir die maBanalytische Bestimmung der Gesamtschwefelsiuren im 
Harn folgende Gesichtspunkte: 

1. Die Hydrolyse des Harns soll woméglich unter Luft- 
abschluB vor sich gehen, jedes offene Kindampfen des Harns ist 
zu vermeiden. 

2. Zur Verhinderung der Stérung, welche die gelésten orga- 
nischen Stoffe bei der Benzidinfaillung hervorrufen, wird der Harn 
am besten mit gepulverter Holzkohle geklirt und mit einem 
groBen Uberschu8 von Benzidinreagens entsprechend verdiinnt. 

3. Da man mit Benzidin in wiBriger Lésung fallt, ist ein ge- 
ringer Verlust an Benzidinsulfat von vornherein gegeben; es 
ist daher fiir das jeweils angewandte Fliissigkeitsvolumen eine 
Korrektur notwendig. Der Verlust an Benzidinsulfat wurde fir 
1 ccm wiBriger Lisung mit 0,03 com n/50-Lauge ermittelt. 


Durchfiihrung der Bestimmung. 
I. Hydrolyse: 2 ccm Harn werden mittels einer Pipette in 
ein Mikro-Kjeldahlkélbchen gebracht, mit 5 bis 6 Tropfen kon- 
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zentrierter Salzsiure versetzt und das Kélbchen an einen kleinen 
RickfluBkiihler angeschaltet. Nun wird mit einem kleinen Flamm- 
chen zum Sieden erhitzt und der Harn eine halbe Stunde im 
ruhigen Kochen erhalten. 

Nach Ablauf der Zeit wird das Kélbchen abgenommen und 
unter dem Wasserstrahl abgekihlt. Zur quantitativen Uberspiilung 
des Inhaltes in ein 10 ccm fassendes MeBfkélbchen wird der Harn 
zunichst in ein kleines Schilchen mit Schnabel (20 ccm Volumen) 
gegossen und das Kjeldahlkélbchen mit wenig Wasser 2mal nach- 
gewaschen. Aus dem Schalchen laBt sich nun der Harn bequem 
mit Hilfe eines kurzen, diinnen Glasstabes in das MeBkiélbchen 
bringen; man spilt das Schailchen mit Wasser nach bis das 
Volumen von 10 ccm erreicht ist. Fiir diese Arbeiten verwendet 
man eine kleine Spritzflasche mit feiner AusfluBspitze; nach jeder 
Spiilung wartet man einige Zeit, bis die Fliissigkeit vollkommen 
abgetropft ist. 

Il. Klirung und Fallung: Man bereitet drei trockene 
Reagenzglaser, einen kleinen dazu passenden Trichter mit Filter 
(eventuell Doppelfilter) und 0,5 g gepulverte Holzkohle vor. Der 
im MeBkolben gut durchmischte Harn wird in ein Reagenzglas 
iibergefiihrt, mit 0,5 g Holzkohle versetzt und 5—10 Sekunden 
lang kraftig geschiittelt. Dann wird der Harn sogleich auf das 
Filter aufgegossen und in das zweite Reagenzglas filtriert, das 
Filtrat wird zum zweiten Male auf das Filter gebracht und noch- 
mals in das dritte Reagenzglas filtriert. Vom Filtrat entnimmt 
man mit einer Pipette 5 ccm und bringt sie in ein reines Porzellan- 
schalchen von 7 bis 8 cm Durchmesser. Man fiigt 20 ccm Ben- 
zidinreagens zu, riihrt mit eimem kleinen Glasstabe gut durch, 
spritzt diesen mit gesiattigter Benzidinsulfatlésung ab und legt ihn 
beiseite. Nach 15 Minuten wird die Fiallung filtriert. 

Das Benzidinreagens, die Filtration und Titration des Nieder- 
schlages sind die gleichen, wie sie fiir die Gesamtschwefel- 
bestimmung angegeben wurden. 

Zum jeweiligen Verbrauch an n/d0-Lauge werden 
0,15 ccm als Korrektur fiir das angewandte Flissigkeits- 
volumen (5 ccm) addiert. 

Die Methode gibt stindig gut reproduzierbare Werte, die 
mit den nach der gravimetrischen Makromethode erhaltenen Re- 
sultaten gut iibereinstimmen. Eine Ausnahme hiervon ist nur 
dann gegeben, wenn im Harn auBergewohnlich geringe Mengen 
von Gesamtschwefelsiiuren vorhanden sind oder tiberhaupt schon 
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verdiinnte Harne zur Analyse gelangen. Unter diesen Umstiinden 
erhilt man zu niedrige Werte, da bei der groBen Verdiinnung 
das Benzidinsulfat nicht mehr quantitativ ausflockt. Ergebnisse 
mit einem Verbrauch an n/50-Lauge kleiner als 0,6 ccm sind 
nicht zuverlissig. 

In solchen Fallen fiigt man vor der Benzidinfallung 
1 ccm n/50-Schwefelsiure zum Harnfiltrat. Die zugefiigte 
Menge wird vom Endergebnis wieder in Abzug gebracht und fiir 
das Fallungsvolumen von 6 ccm eine Korrektur von 0,18 ccm 
n/50-Lauge addiert. Nach diesem Verfahren lassen sich auch 
sehr kleine Sulfatmengen noch quantitativ erfassen. 


Analysenbeispiele. 
Harn I: 
1 cem hydrolysierter Harn; 1,86 cem n/50-Lauge 59,63 mg-°/, S. 
1 cem - » 1,87 ccm ‘ 59,95 mg-°/, S. 
Kontrolle: 
25 eem hydrolysierter Harn; 1,1084 g BaSO, 59,56 mg-°/, S. 
2 cem a » 8,880 mg ,, 60,98 mg-°/, S. 
Harn II: 
1 cem hydrolysierter Harn; 0,53 cem n/50-Lauge 16,99 mg-°/, S. 
1 cem - » 0,52 eem ts 16,67 mg-°/, S. 
Kontrolle: 
25 cem hydrolysierter Harn; 0,0306 g BaSO, 16,81 mg-°/, S. 
2 ccm * » 2,210 mg ,, 15,35 mg-°/, S. 
Harn III: 
1 cem hydrolysierter Harn; 2,82 ccm n/50-Lauge 90,41 mg-°/, S. 
1 ccm se » 2,84 ccm i 91,05 mg-°/, S. 
Kontrolle: 
25 cem hydrolysierter Harn; 0,1018 g BaSO, 90,87 mg-°/, S. 
2 ccm mt » 138,108 mg ,, 90,46 mg-°/, S. 


Anmerkung: Bei der Analyse des Harnes II wurden vor der 
Benzidinfillung 1 cem n/50-Schwefelsiiure zugesetzt; ohne Zusatz von 
Schwefelsiure findet man etwas mehr als den halben Wert. Die Berechnung 
der Analysen ist die gleiche wie bei der Gesamtschwefelbestimmung. 
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Anschrift fir Sendungen: 

Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C 1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstrafe 16. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. v. Euler, H. Albers und F. Schlenk; Fritz Kégl und Hanni Erx- 
eben; Erich Strack und Ph. Wérdehoff; Max Reiss, F. Fleisch- . 
mann und L. Schwarz; L. Reichel und H. Kéhle (2); Fritz Kégl und 

D. G. F. R. Kostermans; O. Schiirch und A. Winterstein; V. Demole 
und F. Ippen; Bengt Andersson; Walter Ziese; Heinrich Waelsch 
und Gertrud Klepetar; D. Ackermann und E. Miller; H. v. Euler, 
E. Adler und G. Dahlgren; Ernst Waldschmidt-Leitz und Ernst 
Kofranyi; Wilhelm Dirscherl und Fritz Hanusch; G. Klein und 
W. Ziese; Robert Klement; A. Stoll, A. Hofmann und W. Kreis; 
Richard Stohr; W. Stepp; Viktor Ruppert; E. Annau, I. Banga» 
B. Gézsy, St. Huszak, K. Laki, B. Straub, A. Szent-Gyérgyi; Ernst 
Waldschmidt-Leitz und Karl Mayer; W. Hoerburger und H. Fink; 

Kjell Agner; M. Samec. 





_ Fir dle haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull, Soe. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soc. 


| J. of Biochem. 


J. of Biol. Chem. 
J. of Physiol. 
J. prakt. Chem. 


_ Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 


Mh. Chem. 
Naturw. 
Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 


Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

= Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

= Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

= Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

= Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. : 

= Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie | 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

= Zeitschrift fiir Biologie. 


_ = Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und [ Vacwendteeheltitakie. 








Soeben erschien in 41.—45., verbesserter und vermehrter Auflage: 
KUSTER-THIEL 


Logarithmische Rechentafeln 
fiir Chemiker, Pharmazeuten, Mediziner 


und Physiker 


Fir den Gebrauch im Unterrichtslaboratorium und in der 
Praxis berechnet und mit Erlauterungen versehen. Nach dem 
gegenwartigen Stande der Forschung bearbeifet. «Mit 1 Tafel. 
Oktav. 212 Seiten. Geb. RM. 6.80 


Die vorliegende neue Auflage dieser in Fachkreisen allerseits bekannten 
Spezial-Logarithmentafeln hat, entsprechend den neuen Forschungser- 
gebnissen, eine weitere Vervolikommnung und wesentliche Erweiterung 
erfahren. Damit ist wiederum den Anforderungen, welche die neueste 
Entwicklung der Laboratoriumspraxis stellt, in vollkommener Weise ent- 
sprochen worden. Kein wissenschaftliches und kein praktisches Labora- 
torium kann dieses Hilfsmittels entraten. — Im Unterricht unentbehrlich! 





Ausfihrlicher Prospekt kostenlos 





Walter de Gruyter&Co., Berlin W 10, Genthiner Strake 38 
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In 5. Auflage gelangte soeben zur Ausgabe: 


Mathematifche MuBeftunden 


Eine Sammlung von Geduldspielen, Kunststiicken 
und Unterhaltungsaufgaben mathematischer Natur. 
Von Professor Dr. Hermann Schubert. 

Neubearbeitet von Professor Dr. F. Fitting in 
M.-Gladbach. 260 Seiten. Geb. RM. 4.80 
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